













This thesis has been submitted in fulfilment of the requirements for a postgraduate degree 
(e.g. PhD, MPhil, DClinPsychol) at the University of Edinburgh. Please note the following 
terms and conditions of use: 
 
This work is protected by copyright and other intellectual property rights, which are 
retained by the thesis author, unless otherwise stated. 
A copy can be downloaded for personal non-commercial research or study, without 
prior permission or charge. 
This thesis cannot be reproduced or quoted extensively from without first obtaining 
permission in writing from the author. 
The content must not be changed in any way or sold commercially in any format or 
medium without the formal permission of the author. 
When referring to this work, full bibliographic details including the author, title, 

























not  been  submitted  for  any  other  degree  or  professional  qualification.  For  the 
purposes of my training, the majority of STNx surgeries for the chapter 4 study were 
carried out by Dr.  Laura Denby.  Sarah  Finnie, Andrew Boyd,  and Dr.  Laura Denby 
assisted  with  the  cull  of  animals  in  studies  presented  in  chapters  3  and  4. 





with  Dr.  Laura  Denby  carrying  out  sham  and  UUO  group  surgeries,  while  Gary 
Borthwick carried out the rUUO group surgeries. In the bulk rUUO RNA sequencing, 






























































































































































































































































































































































rates of  cardiovascular dysfunction and  related mortality are observed  in patients 
with  CKD.  Renal  fibrosis  is  the  final  common  pathway  though  which  all  CKD, 
regardless of the initiating insult. Renal fibrosis, defined as excess collagenous matrix 








of  fibrosis, mirroring  the  increase observed  in  several  in  vitro  and  in  vivo models. 
Knockdown of miR‐214 expression in the unilateral ureteral obstruction (UUO) model 









miR‐214  as  an  intervention  in  STNx.  Fourthly,  to  profile  the  miRNA  and  gene 




































































Chronic  kidney disease  (CKD)  is  a  serious  and prevalent health  condition  globally, 






a  significant  decline  in  renal  function  has  already  occurred.  Eventually,  kidney 





There  are many underlying  conditions  that  can  trigger  CKD,  such  as  diabetes  and 
hypertension (high blood pressure). In CKD, as the kidney is damaged, the kidney tries 










MicroRNAs  (miRNAs)  are  molecular  mediators  of  a  wide‐variety  of  biological 















of  kidney  function  though  urine  and  blood  measurements,  which  are  critically 
important measurements which  doctors  use  to  assess  and manage  CKD  patients. 





Subtotal nephrectomy  is a model of CKD  typically performed  in  rats or mice. This 
model allows the measurement of kidney function through analysis of the urine and 
blood  from  these  animals.  Cardiovascular  disease  also  develops  in  these  animals. 
Subtotal  nephrectomy  was  used  in  the  development  of  ACE  inhibitors,  a  very 
commonly used family of drugs in the treatment of CKD. However, a large portion of 
animals subjected to this procedure die before the study is intended to end (up to 
~50%).  Therefore,  in  this  thesis,  surgical  methods  used  to  produce  subtotal 
nephrectomy were adapted from traditional methods in an attempt to increase the 







when  kidney  dysfunction  typical  of  patients  when  diagnosed  was  present,  e.g. 
protein  in  the urine. However,  this drug did not decrease kidney  fibrosis,  improve 
kidney  function,  or  prevent  cardiovascular  disease.  These  results  suggest  that 
blocking miR‐214 may not be an effective  treatment  for CKD when  the disease  is 
established, but more research is needed to confirm this. In addition, further research 

































































































































































































































































































































metabolic  waste  from  the  blood,  such  as  urea,  creatinine,  the  products  of 
haemoglobin  and  hormone  breakdown,  to  name  just  a  few.1  Certain  drugs  are 
primarily  excreted  from  the  body  by  the  kidney,  for  example  ketamine  and 
fentanyl.1,2  The  kidneys  regulate  water  and  electrolyte  balance  in  the  blood,  to 
ensure these are maintained at an appropriate level to support homeostatic function 
of other organ systems.1 In this way, arterial blood pressure is also regulated, as total 








glomerular capillaries of  the nephron via  the afferent arteriole, exiting the via  the 













Glomeruli  are  located  in  the  cortical  region,  however,  glomeruli  located  in  close 
proximity to the outer medulla are referred to as juxtamedullary glomeruli.3 Efferent 
arterioles  from  the  cortical  glomeruli  branch  to  form  the  peritubular  capillary 
network,  whereas  those  from  juxtamedullary  glomeruli  form  the  vasa  recta,  a 
capillary  loop which  supplies  blood  to  the  renal medulla.3  These  post‐glomerular 










tubule,  as  well  as  amino  acids,  glucose,  citric  acid  cycle  intermediates  and  low 



















thick  limbs)  then  carries  out  processes  relating  to  the  regulation  of  urinary 
concentration.3  The  thin descending  limb has  high permeability  to water  and  low 
permeability to electrolytes and urea, allow the reabsorption of these here. The thin 
ascending  limb  allows  reabsorption  of  Na+  and  Cl‐  via  passive  diffusion,  but  is 
relatively impermeable to water. The thick ascending limb allows reabsorption of Na+ 
and  Cl‐  via  active  transport,  but  is  impermeable  to  water.3  The  macula  densa  is 
located between the end of the thick ascending limb of the loop of Henle and the 
early distal tubule.3 The macula densa detects the tubular fluid solute concentration 
and  reduces  the  rate  of  glomerular  filtration  (via  inducing  afferent  arteriole 








K+ and H+ are secreted,  in the  late distal  tubule and cortical collecting tubule. The 














Chronic  kidney  disease  (CKD)  is  a  prevalent  condition  worldwide.  It  is  most 











3  months,  while  structural  criteria  are  kidney  damage  for  over  3  months  (with 
albuminuria being the most common marker).7 Staging of CKD (stage 1‐5) is based on 
estimated GFR (eGFR), which declines as CKD progresses.10 Once end‐stage kidney‐
failure  (ESKD)  has  been  reached,  the  kidneys  no  longer  have  the  capacity  to 
adequately  filter  the  blood,  resulting  in  renal  replacement  therapy  (dialysis)  or 
transplantation being necessary.11 Risk of cardiovascular mortality, coronary heart 
disease,  stroke,  and  heart  failure  all  increase  as  GFR  (predicted  by  creatinine) 
declines.12 
 
There  is  a  significant  economic  burden  associated  with  the  treatment  of  CKD, 
worldwide.5,7  In  the  UK,  NHS  England  reported  that  in  2009‐2010,  an  estimated 
















flow‐rate,  and  Px  is  the  concentration  of  substance  X  in  the  blood  plasma.15  This 
equation applies in situations where substance X, an ideal substance, is freely‐filtered 
by the glomerulus, is not affected by tubular secretion or reabsorption processes, or 
metabolised  at  any  point  between  its  filtration  by  the  glomerulus  and  its 
measurement  in  the  urine.15  An  example  of  such  a  substance  is  inulin,  the 





Creatinine  expresses  multiple  characteristics  of  an  ideal  substance  for  which  to 
estimate GFR.17 Creatinine is produced in the muscles as by‐product of homeostatic 
metabolism at a constant rate (20 mg/kg per day for adults),15 is freely‐filtered by the 
glomerulus,  is  not  re‐absorbed,  and  is  not metabolised  in  the  kidney.17 However, 
some tubular secretion occurs,15 meaning GFR may be over‐estimated by creatinine 
measurement. There are two main equations for the estimation of GFR from serum 
creatinine,  the 2006 Modification of Diet  in Renal Disease  (MDRD) study equation 








UK  and  international  guidelines  recommend  that  diagnosis  of  early‐stage  CKD, 
without  the  presence  of  albuminuria,  be  confirmed  with  GFR  estimation  using 
cystatin  C.19  This  is  in  an  effort  to  combat  the  over‐diagnosis  of  CKD  in  healthy 
patients which can result from the use of creatinine to estimate GFR. Cystatin C is 
produced  in all nucleated cells  in  the body at a constant  rate, as  it  functions as a 
cysteine  proteinase.20  It  functions  as  a  serum marker  of  GFR  due  to  being  freely 









with other measures)  predict  prognosis.25,26  Evidence exists  for  albuminuria  as  an 





Albumin  is a globular protein produced and excreted by  the  liver.28  It  is  the most 
abundant protein in human plasma.28 Under normal conditions, albumin filtration is 




into  the  urine  as  size  and  change  selectivity  are  lost.30–32  Properties  of  each 
component  of  the  glomerular  filtration  barrier  (the  endothelium,  glomerular 
basement  membrane,  and  podocytes)  are  thought  to  contribute  to  the  normal 
resistance to filtration of albumin and other large proteins. Therefore, dysfunction in 
each  of  these  (most  notably  podocytes),  along  with  increased  intraglomerular 




albumin  has  been  reported  to  cause  albumin  endocytosis,  increased  TGF‐β 
(transforming  growth  factor  beta)  signalling,  increased  COX‐2  (cyclooxygenase‐2) 
expression,  apoptosis  relating  to  endoplasmic  stress,  and  actin  cytoskeleton 
reorganisation.33 
 
Damage  to  the  proximal  tubular  epithelial  cells  is  also  likely  to  contribute  to 
albuminuria.34  Under  normal  conditions,  albumin  which  makes  it  through  the 
glomerulus  is  reabsorbed by  the proximal  tubule, where  it  can be metabolised or 
transported  to  peritubular  capillaries.34  This  reabsorption  is  largely  via  receptor‐
mediated endocytosis, heavily involving receptors megalin and cubilin.29 Mutations 






136),  vasoactive  substances  (reactive  oxygen  species37  and  endothelin38)  and  pro‐






        Persistent albuminuria categories 
Description and range 
        A1  A2  A3 
















































G1  Normal or high ≥90       








30‐44       
G4  Severely 
decreased 
15‐29       








Serum phosphate  levels  are  important  in  the management of CKD. As one of  the 
many  roles of  the  kidney  is  to  regulate  phosphate  levels,  disturbances  in  this  are 




for  the decreased GFR and maintaining phosphate  levels  in  the blood.44 However, 
once GFR declines to 30 ml/minute/1.73 m2 or less, these adaptive mechanisms can 
no  longer  maintain  blood‐phosphate  levels  within  a  normal  range,  leading  to 
hyperphosphatemia.45  This  hyperphosphatemia,  along  with  adaptive  mechanisms 
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once  intended  to  maintain  levels,  result  in  a  number  of  adverse  effects  in  CKD 
patients.45  These  are  known  to  contribute  to  CKD‐Mineral  Bone  Disorder  (CKD‐
MBD),46  vascular  calcification,47  endothelial  dysfunction,48  and  left‐ventricular 
hypertrophy.49  Hyperphosphatemia  is  a  well‐established  risk‐factor  for  all‐cause 
mortality, cardiovascular disease, and renal disease in the general population, as well 
as predicting future development of end‐stage kidney disease (ESKD) in then‐healthy 


























Cardiorenal  syndrome  (CRS)  is  the general  term given  to  the phenomenon where 
acute or chronic dysfunction  the kidney  induces dysfunction  in  the heart  (or vice‐
versa).60  Cardiorenal  syndrome  (CRS)  is  classified  into  five  different  types  (table 
1.3.1).60–62 CRS associated with CKD is classified as CRS type 4.  
 



































60%  of  congestive  heart  failure  patients  are  observed  to  develop  CKD.67  In  CKD 
cohorts, cardiac hypertrophy is a key feature. Cardiac hypertrophy, as assessed via 
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echocardiography,  is  the  most  commonly  diagnosed  cardiac  abnormality  in  CKD 





type  4,  including  activation  of  the  renin‐angiotensin‐aldosterone  system  (RAAS), 
volume  overload,  sodium  retention,  endothelial  dysfunction,  anaemia  and 


































severity  and  progression.80  Glomerulosclerosis  is  characterised  by  the  loss  of 
capillaries and accumulation of ECM in the glomeruli.82 Tubulointerstitial fibrosis is 
excessive accumulation of  ECM  in  the  tubulointerstitial  space.83  The development 
and  progression  of  renal  fibrosis  is  complex,  with  individual  cell  types  (fig  1.5.1) 








proximal  tubular  epithelial  cell  (PTEC).  Red  =  perivascular  capillary,  lined  with 
endothelial  cells.  Purple  =  macrophage.  Green  =  fibroblast  (uninjured)  or 
myofibroblast (injured, has thick dash border). Orange = pericyte or pericyte‐derived 
myofibroblast (injured, thick dash border). Yellow = Gli1+ perivascular progenitor cell 
or  Gli1+  cell‐derived  myofibroblast  (injured,  thick  dash  border).  A  =  PTEC 
dedifferentiation.  B  =  Endothelial  activation.  C  =  transdifferentiation  of  kidney 
resident  fibroblasts  into  myofibroblasts  and  population  expansion.  D  =  pericyte 
detachment  and  transdifferentiation  into  myofibroblasts.  E  =  Gli1+  perivascular 










TGFβ  (transforming  growth  factor‐β)  is  extremely  well‐established  as  a  key  pro‐
fibrotic cytokine in renal fibrosis, TGF‐β1 in particular.85,86 TGF‐β1 is synthesised and 
secreted by multiple cell types, where it is stored in an inactive form, bound to latent 
TGFβ  binding  proteins  (LTBPs)  or  fibrillins  in  extracellular  matrix.87  TGFβ  can  be 
activated  by  multiple  factors,  including  integrins,88,89  proteases,88,90,91  reactive 
oxygen species (ROS),88,92 and tactile force on the extracellular matrix (for example 
that produced by myofibroblast  contractility).87,93 Once  in  its active and unbound, 
form TGFβ then binds the extracellular membrane TGFβ receptor type II (TGFβRII), 
which  recruits  and  activates  TGFβ  receptor  type  I  (TGFβRI),  which  in  turn 
phosphorylates receptor SMADs (R‐SMADs) such as SMAD2 and SMAD3.86 SMAD2/3 
then form an oligomeric complex with SMAD4 (co‐SMAD), which allows the complex 
to  translocate  to  the  nucleus  and  activate  the  expression  of  certain  genes  (in 
collaboration with a number of transcriptional co‐factors).86,94 For example, SMAD3 
can  bind  to  the  promoter  of  collagen  genes  to  induce  transcription,  leading  to 
increased synthesis of collagens, which are important  components of extracellular 
matrix.95–97  Non‐canonical  (non‐SMAD)  pathways  are  also  activated  by  TGFβ, 
including MAPK (mitogen‐activated protein kinase) signalling (MEK, ERK, p38, c‐Jun) 




fibrosis,  as  well  as  in  several  animal  and  in  vitro  models  of  renal  fibrosis.85,86 
Mechanistically, TGFβ has been  found to  induce disease‐associated phenotypes  in 
multiple cell types in the kidney.86 TGFβ signalling can increase extracellular matrix 
(ECM)  synthesis,  decrease  ECM  degradation  via  inhibition  of  matrix 
metalloproteinases (MMPs), and induce myofibroblast activation, which can in‐turn 








The  renin–angiotensin–aldosterone  system  (RAAS)  is  an  important  regulator  of 
vascular tone and blood volume.98 Angiotensinogen is converted to angiotensin I via 






renal  fibrosis and  inflammation.101  It  is known to have role  in  the development of 




fibrotic  factors  such  as  TGFβ,  PDGF  (platelet‐derived  growth  factor),  CTGF 
(connective  tissue  growth  factor),  TNFα  (tumour  necrotic  factor  alpha),  and 
activation  of  NFĸB  (nuclear  factor  ĸ‐B)  signalling  (known  to  have  a  role  in  renal 
fibrosis).81 RAAS blockade (via ACE inhibition) is employed as the first‐line therapeutic 
intervention  in proteinuric  chronic  kidney disease  cohorts,  as  superiority  to other 






Tumour  necrotic  factor  alpha  (TNFα)  is  an  important  cytokine  mediator  of 
inflammation  and  fibrosis  in  renal  disease.103,104  Infiltrating macrophages  are  the 
primary source of TNFα in the injured kidney, although it can also be expressed by 
renal  cells  such  as  proximal  tubular  epithelial  cells.103,104  TNFα  activates  the 
transmembrane receptors TNFR1 (TNF receptor 1) and TNFR2 (TNF receptor 2), which 
result  in  the  activation  of  signalling  pathways which  result  in  the  expression  of  a 
number of pro‐fibrotic and pro‐inflammatory extracellular factors which promote the 
inflammation  and  fibrotic  pathways which  drive  progressive  renal  injury.104  TNFα 
expression has been found to be elevated in the kidneys of many CKD cohorts, and 
TNFα inhibition has been demonstrated to be efficacious in reducing albuminuria and 





Myofibroblasts  are a population of mesenchymal  interstitial  cells which appear  in 
wound‐healing or  fibrosis.106  In normal wound‐healing, myofibroblasts are cleared 
via apoptosis upon resolution of the injury, however, in fibrosis the accumulation of 
myofibroblasts  is  progressive  and  persistent.107–109  Increased  myofibroblast 
accumulation has been associated with the progression of renal disease.110 
 
Myofibroblasts  are  considered  the  primary  source  of  extracellular  matrix  (ECM) 
production in renal fibrosis, although other cell types are also known to contribute.111 
In  response  to  multiple  exogenous  stimuli,  fibroblasts  and  other  myofibroblast 
precursor cells transdifferentiate into myofibroblasts (Fig 1.5.1 C‐E), which produce 





ligands  are  involved,  such  as  angiotensin  II,  Wnt  ligands,  interleukin‐1  (IL‐1)  and 
tumour  necrosis  factor  (TNFα).112  Fibroblast  activation  is  also  highly  sensitive  to 
mechanical stress, as this is used to sense tissue injury.113  
 














needed  to  enable  a  key  property  of  the  myofibroblast,  contractility.111,115  A 
commonly used cell‐surface marker is platelet‐derived growth factor receptor‐beta 
(PDGFRβ), as all myofibroblasts express this. However, pericytes and fibroblasts also 
express  PDGFRβ.111  Pericytes  are  contractile  mesenchymal  cells  located  in  the 
vascular  basement  membrane,  which  are  critical  to  the  stability  of  the  renal 
microvasculature.116  Pericyte  contractility  allows  for  the  regulation  of  capillary 










(unilateral  ureteral  obstruction).117  Here, myelin  protein  zero  (P0)‐Cre mice  were 
used to mark migrating neural crest cells, which were found to co‐express fibroblast 
markers PDGFRβ and CD73 (cluster of differentiation 73)  in  the renal  interstitium, 
suggesting kidney‐resident mesenchymal cells have key roles  in renal fibrogenesis. 
Humphreys et  al  (2010)  conducted  a  lineage‐tracing  study which  suggested  renal 
pericytes  to  be  a  key  myofibroblast‐progenitor  population,  with  >90%  of 
myofibroblasts in UUO expressing pericyte linage marker FoxD1 (forkhead box D1).118 




(MSC)  perivascular  cells  expressing  the  Gli1  transcription  factor  have  a  large 
contribution to the myofibroblast pool in renal fibrosis.119 These GLI1+ MSCs reside in 
the  microvasculature  in  direct  contact  with  endothelial  cells,  as  well  as  in  the 
adventitia  of  large  arteries.119  GLI1+  MSCs  play  an  important  role  in  maintaining 
peritubular  capillary  health,  with  knockout  of  these  cells  resulting  in  peritubular 
capillary  rarefaction, endothelial  cell activation, hypoxia and  tubular epithelial  cell 
injury.120  These  Gli1+  MSCs  were  found  to  constitute  a  small  percentage  of  the 
PDGFRβ  cells  present  in  the  healthy  adult  kidney  (0.02%),  however,  fate‐tracing 
indicated  ~45%  of  PDGFRβ‐expressing  cells  in  the  injured  kidney  (UUO  or  IRI 
(ischemia reperfusion injury)) are derived from this GLI1+ progenitor population.119  










resident  cells  (or  non‐bone marrow  derived  cells), while  35% were  bone marrow 
derived.121  Endothelial  to  mesenchymal  transition  (endoMT)  is  a  proposed 
mechanism through which endothelial cells can acquire a mesenchymal phenotype 
to contribute to the pool of myofibroblasts.116 Lineage‐tracing studies have estimated 
between  30‐50%  of  myofibroblasts  in  the  injured  kidney  result  from  endoMT, 
however, the Tie2 marker used to trace endothelial  lineage can also be expressed 
on  myeloid  lineage  cells  and  potentially  pericytes.111  Therefore,  the  overall 
contribution of endoMT is likely over‐estimated. Other markers of endothelial linage 
used,  such  as  Cdh5–Cre,  suffer  similar  issues  with  specificity.111  Macrophage‐to‐
myofibroblast  transition  (MMT)  has  also  been  suggested  as  a  source  of 
myofibroblasts in progressive renal fibrosis, with the transition of M2a macrophages 
to myofibroblasts being catalysed by TGFβ1.122 Epithelial to mesenchymal transition 


















kidney homeostasis and  response  to acute and chronic  renal  injury.122 The kidney 
contains a tissue‐resident macrophage population, in addition to macrophages which 







Activated monocytes  can adopt one of  two polarisation  states, M1 or M2.125 M1‐
polarised macrophages are referred to as “classically activated,” while M2‐polarised 
macrophages  are  referred  to  as  “alternatively  activated.”125  However,  simply 
categorising all macrophages  into M1 or M2 categories  is  likely a  significant over‐










released  inflammatory  sites  and  recruits  monocytes  which  differentiate  and 
contribute to the inflammatory response.129 Genetic knockout of the CCR2 (MCP‐1 
receptor)  significantly  reduced  macrophage  accumulation  and  ameliorated  renal 
injury  in experimental  ischemia‐reperfusion  injury  (IRI).130 Aside  from chemokines, 
  1‐23








and acute  inflammation. M1  is  the predominant polarisation  found  in acute  renal 
inflammation.122    M1  macrophages  are  thought  to  exacerbate  renal  injury.122  








M2  phenotypes.122  For  example,  at  2‐days  post‐IRI  (the  peak  of  renal  injury) M1 
macrophage number is at the highest it is observed to be at any point in this model, 
however,  as  the  injury  phase  subsides  and  repair  phase  begins,  M1  phenotype 
macrophage  number  decreases  while  M2  increases  significantly.122,133  M1 




macrophages  prior  to  IRI  results  in  a  less  severe  phenotype,  as  opposed  to  the 
depletion 3‐5 days post‐IRI  (as the M1‐M2/injury‐repair switch takes place) where 
decreased tubular proliferation and diminished repair is observed.122,133 However, in 
animal models where chronic  renal  injury  is present, or  in human CKD, significant 
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evidence exists to suggest M2 macrophages to be deleterious and pro‐fibrotic.122 The 
number  of  glomerular  M2  macrophages  (expressing  CD163)  in  diabetic  kidney 
disease patients correlated with  the degree of  interstitial  fibrosis,  tubular atrophy 
and  glomerulosclerosis,  while  interstitial  M2  macrophages  (expressing  CD68) 
correlated  with  GFR  stage  and  albuminuria.122,135  Number  of  M2  (CD163+) 
macrophages were also found to correlate with degree of fibrosis in immunoglobulin 
A  (IgA)  nephropathy122,136  and  chronic  kidney  allograft  injury.122,137  In  a  severe  IRI 
mouse  model  which  leads  to  CKD,  depletion  of  the  (majority  M2)  macrophage 
infiltrate  is  protective  against  progressive  interstitial  collagen  deposition  (with 
reduced  TGFβ  expression).  However,  re‐introduction  of  specifically  M2c 
macrophages reversed the anti‐fibrotic effects of macrophage depletion, suggesting 
this subset of M2 macrophages may be responsible for the pro‐fibrotic effects of M2 
macrophages  in progressive  renal  fibrosis.122,138  TGFβ1 has been demonstrated  to 
promote  the  transition  of  M1  macrophages  into  M2c  macrophages,  as  well  as 





























cells  (PTECs)  has  been  demonstrated  to  correlate with  the  degree  of  AKI  to  CKD 





caspase‐3  expression  (indicating  increased  apoptosis),  and  PTECs  detached  from 
basement membrane, with increased kidney injury molecule‐1 (KIM1) expression and 
decreased  expression  of  markers  of  differentiated  PTECs  (magalin,  organic  anion 
transporter  1  and  3  (OAT1  and  OAT3)).143  This  injury  alone  resulted  in  increased 
myofibroblast  accumulation  in  the  tubulointerstitial  space,  notably  in  the  areas 
surrounding  injured  (KIM1  or  caspase‐3  expressing)  PTECs,  as  well  as  increased 
macrophage infiltration. A single low‐dose of DT induced mild proximal tubular injury 
and  interstitial  fibrosis,  which  by  5‐weeks  post‐injury  had  resolved,  with  tubular 
regeneration and myofibroblast transition to fibroblast having taken place. However, 














reported as being a key  step  in  the  transition between AKI and CKD. Here, PTECs 









TNF‐α,  CSF1  (colony  stimulating  factor  1),  TWEAK  (TNF‐related  weak  inducer  of 
apoptosis),  Fas  ligand, VEGF  (vascular endothelial growth  factor) and CTGF, which 
induce a wide variety of effects in the injured kidney, such as inducing the expression 








been  observed  in  injured  PTECs,  including  TGFβ,  platelet‐derived  growth  factor 
(PDGF), CTGF, VEGF, Wnt (wingless‐related integration site) ligands, hedgehog (Hh) 
ligands,  Notch  signalling  ligands,  angiotensin  II,  Endothelin‐1,  Complement 
components,  and  miR‐21‐containing  exosomes,  leading  to  myofibroblast 





dysregulation  has  been  implicated  as  being  a  key  component  of  renal  fibrosis.147 




(CPT1),  which  conjugates  fatty  acids  to  carnitine,  the  rate‐limiting  enzyme  in 
FAO.147,148  The  key  transcription  factors  which  control  the  expression  of  proteins 
related to FAO are peroxisome proliferator‐activated receptors (PPARs) and PPAR‐γ 
coactivator‐1a  (PPARGC1A).147,149  In  healthy  PTECs,  fatty  acid  uptake  is  tightly 
controlled, along with metabolism of fatty acids and the rate of FAO‐related protein 
synthesis, to avoid excess intracellular lipid accumulation.147 As reported by Kang et 
al  (2015),147  transcriptomic  analysis  of  fibrotic  vs  health  human  kidney  samples 
revealed  significant  decreases  in  FAO‐related  genes  in  fibrotic  kidneys  vs  healthy. 
Similar deficits in FAO were observed in two separate mouse models of renal injury 
(tubular‐specific  overexpression  of Notch1  intracellular  domain  and  folic  acid).  As 
FAO  deficits  are  likely  to  lead  to  increased  intracellular  lipid  accumulation,  the 
potential  impact  of  lipid  accumulation  alone  on  fibrosis  development  as  assessed 
using a transgenic mouse with tubular epithelial cell‐specific overexpression of CD36, 
but  this was  found  to  not  induce  renal  fibrosis  or  increase  susceptibility  to  renal 
fibrosis  using  animal  models.147  Inhibition  of  FAO  in  PTECs  results  in  increased 
apoptosis, de‐differentiation and expression of collagens. Stimulating the PTECs with 
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TGFβ mimicked  this,  in  a  SMAD3‐dependant manner,  via  inhibition  of  PPARGC1A 
expression,  leading  to  down‐regulation  of  key  FAO  pathway  components  such  as 
CPT1.147 Tubular‐specific overexpression of PPARGC1A, or pharmacological activation 
of  PPARGC1A,  significantly  reduced  PTEC  apoptosis,  reduced  KIM1  expression, 
reduced  renal  fibrosis  development,  improved  FAO,  and  improved  renal  function, 
indicating  FAO  deficits  may  be  a  key  part  of  PTEC  injury  and  renal  fibrosis  in 
general.147 
 
Injury  to  the  proximal  tubule  and  tubulointerstitial  fibrosis  may  also  result  from 
glomerular injury and dysfunction.115 One proposed mechanism for revolves around 
injured  glomeruli  allowing  excess  amounts  of  protein  (notably  albumin)  to  pass 
through the glomerular filtration barrier.115 This protein  is then reabsorbed by the 
























demand  for  blood‐supply.150  However,  the  kidney  is  also  host  to  diverse  EC 
populations which have distinct roles in kidney physiology and disease.151 The kidney 







negatively  charged  proteoglycans,  which  via  glycosaminoglycan  binding  (chiefly 
hyaluronic acid) anchors  the glomerular endothelium to  the glomerular basement 
membrane  (GBM).150  The  GBM,  synthesised  by  the  glomerular  ECs,  is  a  thick 
extracellular matrix which sits between the glomerular endothelial cells (which line 
the glomerular capillaries) and the podocytes which exist within the urinary space.152 
GBM  integrity, along with glomerular EC and podocyte  function  is essential  in  the 






The microvascular endothelium exists  in peritubular capillaries, where  it  facilitates 
the transportation of reabsorbed components and supports epithelial cell function. 




blood  circulation,  as well  as  supply oxygen and nutrients  to  the  tubular  epithelial 
cells.153  In peritubular  capillaries,  endothelial  cells  sit  on  the  vasculature‐side of  a 
basement membrane, with pericytes and tubular epithelial cells on the other side of 
the membrane (Fig 1.5.1).150 Peritubular ECs have sieving properties, controlling what 
passes  though  the  endothelium,  which  results  from  its  highly  fenestrated  and 
glycoprotein‐enriched  structure.150  Pericytes  are  also  important  in  maintaining 
peritubular capillary function, as they can promote capillary restriction to regulate 





are  extracellular  factors  that  signal  to  other  ECs  in  juxtacrine  fashion  or  to  non‐
endothelial  cells  (such  as  tubular  epithelial  cells  and  interstitial  fibroblasts)  in 
paracrine  fashion.155  Angiocrine  signalling  is  involved  in  supporting  tissue 







progenitor  cells  being  recruited  to  the  site  of  injury.  However,  this  response  is 
impeded  in the activated endothelium.150 Two types of EC activation can occur.150 
Type  I  activation  is  fast,  with  ECs  responding  within  minutes  of  receiving  the 
activating  stimulus  (such  as  cytokines,  thrombin,  compliment  c5b‐9,  or  reactive 





PAMPs  or  products  of  haemolysis  such  as  haemoglobin  or  haem,  resulting  in  the 
increased cell surface expression of adhesion molecules such as ICAM1, VCAM1 or E‐
selectin,  and  decreased  expression  of  protective  molecules  such  as 
thrombomodulin.150  These  responses  cause  a  number  of  responses  which  are 
detrimental  to  overall  endothelial  health,  glycocalyx  breakdown,  reactive  oxygen 














regulated.158 ECs have been  found  to proliferate  in  response  to early  renal  injury, 
however,  this  is  followed  shortly  by  increased  EC  apoptosis.158  The  downstream 
effects of decreased GFR in CKD can also have pro‐apoptotic effects on peritubular 





de‐differentiation  and  G2/M  cell  cycle  arrest  can  also  contribute  to  capillary 
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rarefaction  in  this way,  in  addition  to  the decreased VEGF  secretion  from  tubular 
epithelial cells. 
 
Pericyte  function  is  coupled  to  renal  EC  function.  Genetic  knockout  of  pericyte 
expression via an inducible transgenic mouse results in endothelial damage by day 
10,  with  irreversible  perivascular  capillary  rarefaction  following.159  Following  AKI, 
distance between pericytes and ECs can increase before pericytes detach from the 
capillary,  leading  to  instability  in  the microvasculature and capillary  rarefaction.159 




























the  short‐duration  of  the  model  (minimising  animal  maintenance  costs),  the 












flow  increase  together  over  ~1.5  hours.  Secondly,  over  the  course  of  ~3.5  hours, 
ureteral pressure continues to increase while renal blood flow declines. Thirdly, both 
ureteral  pressure  and  renal  blood  flow  decrease  progressively  over  time,  with 
significantly  lower  rates  than  pre‐obstruction  being  observed  by  18  hours  post‐











cells,  which  develop  a  flattened  appearance,  which  causes  cell  injury  and 
apoptosis.168 In vitro studies have demonstrated the effects of increased mechanical 
stress  on  tubular  epithelial  cells,  which  involve  down‐regulation  of  antioxidant 
catalase, leading to build‐up of intracellular hydrogen peroxide and oxidative stress, 







post‐UUO),  indicating  endothelial  cell  death  and  dysfunction  takes  place.170  As 






factor  expression  by  activated  endothelial  cells.160  Interstitial  macrophage 
accumulation  is  evident  by  3  days  post‐UUO,  with  large  increases  in  interstitial 
macrophage cell count taking place by 7 and 14 days post‐UUO.170 As reviewed above, 





primary  source  of  tubulointerstitial  collagenous  extracellular  matrix  (ECM),  the 
  1‐35
excess accumulation of which defines renal fibrosis.160 Increased myofibroblast count 
and  collagen  synthesis  is  observable  from 3 days post‐UUO, with  significant  renal 
fibrosis  and  large  expansion  of  the  myofibroblast  and  macrophage  populations 
having occurred by day 7 post‐UUO.160  
 
As eluded to,  the cellular composition of  the kidney  is subject  to change over  the 
course of UUO. For example, 0.17% ± 0.10 of tubules were found to be atrophic in 
the  sham  kidney,  while  this  figure  rose  to  32.57%  ±  3.14  at  7‐days  post‐UUO.171 
Alongside this, interstitial fibroblast and macrophage counts increase significantly by 























obstruction  after  allowing  renal  injury  (to  varying  degrees)  to  develop may  allow 
resolution  of  the  renal  injury  to  take  place  over  time,  enabling  the  study  of 
regenerative pathways activated in the kidney during this time.  
 
Multiple  surgical methods have been employed  to produce a  reversible unilateral 
ureteral obstruction  (rUUO). Cochrane et al  (2005)  first published an rUUO model 
where  the  ureter  was  clamped  for  10  days  using  a  surgical  clamp,  before  being 
released and the mice allowed to recover for 1, 2, 4 or 6 weeks.172 However, out of 











when  the clamp was moved  to a new  location along  the ureter every 2 days,  the 
success  rate  increased  to >70%.176  This  suggests  the ureter  is quite  susceptible  to 
injury which prevents successful complete restoration of urine flow post‐obstruction. 
Tapmeier et al  (2008) presented an  rUUO method with a >96% rate of  successful 
complete‐reversal  of  ureter  obstruction,  involving  surgical  re‐implantation  of  the 
ureter into the bladder after 7 days of obstruction.173 This technique is substantially 
more technically difficult than ureter clamp‐based methods, as it requires the UUO 
surgery  to  be  carried  out  in  a  specific manner  and  careful  re‐implantation  of  the 
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ureter  into  the bladder,  but  the  rate  of  success makes  it  an  attractive method  in 
comparison. Hesketh et al (2014) successfully reproduced the methods of Tapmeier 
et al (2008).161 At one‐week post‐ureteric reimplantation, the previously obstructed 







































this  was  of  limited  success  as  no  changes  in  urea  excretion  was  detected. More 
success was obtained  in  1899 when  three quarters  of  canine  renal mass  removal 
resulted in polyurea and wasting.177,179 STN has since been performed on a number 
of non‐murine model animals, such as rabbits, cats, sheep and goats.177 For most of 























blood,  the  remaining  nephrons  compensate  in  two  main  ways:  i)  nephron 
hypertrophy and ii) increased filtrative capacity. Cellular hypertrophy or hyperplasia 
are responsible for the hypertrophy observed in response to STN.184 Single‐nephron 
GFR  increases  to  obtain  a  hyperfiltrative  phenotype.183  Here,  arteriolar  tone 
decreases,  with  afferent  arteriolar  tone  decreasing more  than  efferent  arteriolar 
tone,  therefore  increasing  pressure  in  the  glomerular  capillaries  and  resulting  in 
increased  glomerular  plasma  flow  (GFR).185  Although  this  compensates  for  the 
significant decrease in GFR caused by nephron loss, intraglomerular hypertension in 
the  long  term  becomes  one  of  the  main  pathogenic  triggers  in  the  model.183 
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Therapeutic  intervention  with  antihypertensive  agents  to  reduce  intraglomerular 
hypertension inhibit future renal dysfunction and injury.185 
 
The RAAS  is of notable  importance to the pathology of STN. ACE  inhibitors (which 
block the formation of angiotensin  II), have been found to have  larger  impacts on 
intraglomerular  pressure  reduction  than  other  anti‐hypertensive  agents,  and 
consistently protect against progressive renal injury in STN.186 Considerable variation 
in  the  susceptibility  to  developing  CKD  in  response  to  STN  is  observed  between 
different mouse strains, with C57 black mice being highly resistant while sv129 mice 
are sensitive.181 The reason for this may be related to the renin gene, with C57 black 







protein  occurs  in  the  glomerular  filtrate,  which  is  then  reabsorbed  by  proximal 
tubular epithelial cells.185 This intracellular protein overload can cause apoptosis and 
dysfunction  in  tubular  epithelial  cells,  leading  to  interstitial  inflammation  (with 







ratio  (ACR),  serum  creatinine  and  serum  phosphate.186  STN  also  has  a  history  of 
successful  translation  of  results  to  the  clinic, with multiple  therapeutic  strategies 
trialled in STN later being successfully deployed in the management of human CKD, 
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and  model  organism  or  strain  used.  The  most  consistent  findings  are  cardiac 
hypertrophy  and  systemic  hypertension,  with  some  studies  showing  diastolic 
dysfunction.189,190,192–197  This  provides  a  platform  for  the  assessment  of  potential 




























body  system  homeostasis  and  physiology,  as  well  as  in  many  disease  states.199 




miRNA  biogenesis  begins  with  RNA  polymerase  II‐mediated  transcription  of  the 
miRNA gene,  forming  the miRNA primary  transcript  (pri‐miRNA).206  Pri‐miRNA are 




to  epigenetic  regulation  (for  example,  DNA  methylation  or  histone 
modification).206,207 Additionally, miRNAs themselves have been shown to regulate 












Fig  1.7.1:  miRNA  biogenesis  pathway.    A  =  biogenesis  within  the  nucleas.  B  = 
biogenesis within the cytoplasm.  Primary miRNA transcript (pri‐miRNA) is produced 
from the miRNA host gene before being cropped by  the microprocessor complex, 
forming  the pre‐miRNA, which  is  then exported  into  the  cytoplasm via exportin‐5 
(EXP5), in a GTP‐dependant process. The pre‐miRNA is then cleaved by Dicer to form 






microprocessor  complex,  consisting  of  two  main  proteins,  Drosha  and  DGCR8 
(DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8), is the first factor involved in pri‐miRNA 
processing.206,208 Drosha, the catalytic subunit, is a nuclear RNase III enzyme, while 
DGCR8  is  a  double‐stranded  RNA  binding  protein.206,208  The  activity  of  the 
microprocessor complex is known to be subject to regulation by certain factors, for 
example,  p53  and  SMAD3  promote  microprocessor  activity,  while  oestrogen 





from  the  apical  junction  (where  the  terminal  loop  begins),  leaving  a  ~60‐100 
nucleotide small hairpin structure called the precursor‐miRNA (pre‐miRNA).206,207 A 2 
nucleotide overhang  is present at  the 3’ end. A  complex  is  then  formed with Ran 
guanosine triphosphate (RanGTP), which facilitates the  interaction with Exportin‐5 
(Exp5), a substrate‐specific nuclear membrane transporter, which transports the pre‐
miRNA out of  the nucleus and  into  the cytoplasm.209 Exp5 directly binds correctly 
processed pre‐miRNA only  (recognising  the 2 nucleotide 3’ overhang),  releasing  it 
from Drosha, and therefore acting as a quality control factor as well as nuclear export 





Cytoplasmic  processing  begins  with  the  Dicer‐TRBP  (TAR  RNA‐binding  protein) 
complex.206 Dicer is another RNase III, which binds and cleaves the double‐stranded 
RNA  of  the  pre‐miRNA.206  TRBP  is  a  double‐stranded  RNA  binding  protein  which 






Next,  the  RNA‐induced  silencing  complex  (RISC)  is  formed.  Here,  the  RNA  duplex 
being  loaded  onto  one  of  four  Argonaute  (AGO)  proteins  in  an  ATP‐dependant 
process.206 The duplex then unwinds and one strand is ejected from the complex and 
degraded, thus, along with a number of auxiliary proteins, forming the mature RISC 
complex.206,211  Target  mRNA  are  recognised  via  complimentary  (or  semi‐
complimentary) matching of the miRNA seed sequence (a sequence 2‐7 nucleotides 





thermodynamic  stability  at  the  5’  end,  with  the  less  stable  strand  usually  being 
selected to be the guide strand, with the discarded strand being referred to as the 
passenger strand.206 Another factor is the nucleotide which is located at position one, 
































to  inhibit  endoderm  and  neuroectoderm  differentiation  while  promoting 
differentiation towards a cardiac lineage.215  
 





the  establishment  of  the  nephron  progenitors.217,218  miRNAs  are  known  to  be 
important  in  renal development and  the maintenance of differentiated cell  types. 

















miRNA  mimetics  typically  are  synthetic  double‐stranded  RNA  with  the  same 
sequence as a particular miRNA, which aim to increase expression and activity of said 






















target  RNA  and  therefore  prevent  said  miRNA  from  interacting  with  its  target 
genes.229  Anti‐miRs  can  be  employed  in  situations  where  a  certain miRNA  is  up‐
regulated and is involved in promoting a certain pathology. Unlike miRNA mimetics, 
anti‐miRs  do  not  necessarily  require  additional  delivery  systems  and  can  be 
administered  dissolved  in  saline  solution.231  A  number  of  modifications  to  the 
oligonucleotide backbone have been  implemented  to  streamline  the  suitability of 










Several  clinical  trials  involving  anti‐miRs  are  currently  ongoing.228  Anti‐miR‐122, 
developed by Santaris Pharma/Roche, is in phase II trials in patients with hepatitis C. 
Recruitment for phase II trials for anti‐miR‐155, developed by miRagen Therapeutics, 
as an  intervention  in cutaneous T‐cell  lymphoma are currently underway. Phase  II 
trials  for  anti‐miR‐21,  developed  by  Regulus  Therapeutics  with  partner  Genzyme 












across  vertebrates235)  produced  from  the  long  non‐coding  RNA  (lncRNA)  Dnm3os 
(DNM3 opposite strand/antisense RNA), which is a 7.9‐kb antisense transcript to the 




strand), miR‐214‐5p  (minor  strand), miR‐199a‐5p  (major  strand)  and miR‐199a‐3p 
(minor strand) are produced.236,237 In addition, miR‐199a can also be produced from 





























The  miR‐214‐3p  mature  sequence  is  conserved  across  many  vertebrate  species, 
including homo sapien (human/hsa), mus musculus (mouse/mmu), rattus norvegicus 
(rat/rno), xenopus laevis (African clawed frog/xla), anolis carolinensis (Carolina anole 
lizard/aca),  macaca  mulatta  (rhesus  macaque/mml),  gadus  morhua  (Atlantic 














































































































































































































































































































mesenchymal  stem cells  (ADMSCs)  to  fibroblasts  (in a pathological  context; pelvic 
floor dysfunction),253 Early retina progenitor cells to retinal bipolar cells,252 and the 
induction  of  neural  progenitor  cell  differentiation  during  cortical  development.249 
miR‐214 was also found to inhibit the differentiation of bone‐marrow mesenchymal 



















of  β‐adrenergic  agonists  isoproterenol  and  phenylephrine,  or  abdominal  aorta 
constriction  (AAC,  a  model  of  pressure  overload‐induced  hypertrophy).272–276 




and  promote  hypertrophic  heart  failure  due  to  inhibiting  the  angiogenesis  (via 
inhibition of Xbp1 (X‐box binding protein 1) and Vegf) which is necessary to sustain 
cardiac  function  in  hypertrophy.272,273,276  Supporting  these  proposed mechanisms, 
miR‐214  has  been  demonstrated  to  impact  Vegf  expression,  Xbp1  expression, 
angiogenesis, and Ezh2 expression by other independent studies in other biological 
contexts  (table 1.8.1). However, decreased miR‐214 expression  is observed  in  the 
myocardium of patients with cardiac hypertrophy, a finding which was mirrored in in 
vivo  and  in  vitro models of  angiotensin  II‐induced  cardiac hypertrophy,  as well  as 
transverse aortic constriction (TAC, pressure overloading model).272,277 Here, miR‐214 
was  found  to  be  down‐regulated  in  the  cardiomyocytes  in  an  NFκB‐dependant 
fashion,  which  promoted  hypertrophy  via  reduced  inhibition  of  Mef2c  (myocyte 
enhancer factor 2C), a transcription factor which a key role in cardiac hypertrophy. 
Mef2c has also been published as a miR‐214 target in smooth muscle cell phenotype 
switching  in  pulmonary  arterial  hypertension.278  Therefore,  further  studies  are 






of  the  ECM  production  in  cardiac  fibrosis,  miR‐214  is  highly  expressed.272  In 






miR‐214  acts  as  a  cardioprotective  miRNA  post‐MI  via  its  inhibition  of  PTEN 
(phosphatase  and  tensin  homolog),  promoting  cell  survival,  and  Ncx1 
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(sodium/calcium exchanger‐1),  thus  decreasing  intracellular  calcium‐mediated  cell 





diseased  endothelial  progenitor  cells  (EPCs),  leading  to  impaired  angiogenesis.272 
miR‐214  is  thought  to  exacerbate  pulmonary  artery  hypertension  by  promoting 






Therefore,  although  miR‐214  may  be  likely  to  have  a  deleterious  role  in  certain 
cardiovascular  diseases  (such  as  CAD,  atherosclerosis  and  salt‐sensitive 
hypertension),  well  demonstrated  protective  effects  exist  in  the  context  of 
myocardial  infarction and ischemic cardiac  injury. miR‐214 may also have a role  in 
promoting  or  inhibiting  cardiac  hypertrophy  and  cardiac  fibrosis.  Due  to  this, 
application of miR‐214 mimetics or  inhibitors  to  the  treatment of other disorders 










Increased miR‐214  expression  has  been  found  in  melanoma,  osteosarcoma,  lung 
cancer,  prostate  cancer,  nasopharyngeal  carcinoma,  oral  and  tongue  squamous 
carcinomas, T‐cell lymphoma, and pancreatic cancer.281,282 This increased expression 
has  been  associated  with  poor  prognosis  or  metastasis  in  a  number  of  cancers, 
including osteosarcoma and T‐cell lymphoma.281  
 
Decreased  miR‐214  expression  has  been  found  in  hepatocellular  carcinoma, 
adrenocortical  cancer,  cervical  cancer,  intrahepatic  cholangiocarcinoma,  prostate 
cancer,  multiple  myeloma,  lymphomas  of  the  primary  central  nervous  system, 
cutaneous squamous cell carcinoma, bladder cancer,   glioma, rhabdomyosarcoma, 
colorectal cancer, and papillary thyroid carcinoma.281–283 This decreased expression 




of  both  increased  and  decreased  expression  exist.  These  include  breast  cancer, 
gastric  cancer,  oesophageal  squamous  cell  carcinoma,  ovarian  cancer  and 
melanoma.281,282  In some cancers, miR‐214 expression increase and decrease have 






apoptotic  factor Bim1 (Bcl‐2  interacting mediator of cell death)  in nasopharyngeal 
carcinoma,281,284 or by  inhibiting PTEN  in gastric  cancer.281,285 Conversely, miR‐214 
has been observed to exert the opposite effect on cell survival and proliferation in 
breast  cancer  and  hepatocellular  carcinoma  via  inhibition  of  Ezh2,  β‐catenin,  and 
Xbp1 in these cells.281,286–289 miR‐214‐mediated inhibition of angiogenesis may also 
be  relevant  to  hepatocellular  carcinoma,  in  which  miR‐214  down‐regulation  is 
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associated  with  poor  prognosis.281,288  miR‐214  promotes  migration,  invasion, 
extravasation from blood vessels and metastasis formation in melanoma.282,290 Here, 
miR‐214 knockdown was  found  to  result  in  a 40‐80%  reduction  in  the mobility of 
these  cells  in  vitro.  This  is  in  contrast  cervical  cancer, where miR‐214  inhibits  the 
migration  and  invasion  of  these  cells  (via  inhibition  of  the  oncogene  FOXM1 
(Forkhead Box M1)).291 Resistance to cisplatin‐induced apoptosis has reportedly been 
modulated by miR‐214 also, either increasing or decreasing resistance depending on 
the  type of cancer. miR‐214 expression  increases  resistance  to cisplatin  in ovarian 
cancer,  osteosarcoma  and  tongue  squamous  cell  carcinomas,281,292–294  while 
increasing cisplatin sensitivity  in non‐small  cell  lung cancer, esophageal  squamous 
cancer, and breast cancer.295–297 
 
miR‐214 has also been  implicated  in  the  regulation of  “stemness” or  self‐renewal 
capabilities  in cancer stem‐like cells  (CSLCs). CSLCs are multipotent cells with high 
capacity for self‐renewal and resistance to radiation and chemotherapy, which have 
been  suggested  to  be  a  source  of  cancer  cells.298  For  example, miR‐214  is  highly 
expressed  in  lung adenocarcinoma‐associated CSLCs, where  it promotes  stemness 
and  self‐renewal  of  these  cells  by  inhibiting  catenin  beta  interacting  protein  1 
(CTNNBIP1, a negative regulator of Wnt/β‐catenin signalling) expression.298 miR‐214 
has also been suggested to contribute to the stemness or self‐renewal capacity  in 
epithelial  ovarian  cancer  stem  cells299  and  hepatic  cancer  stem  cells,300  through 
regulating  PTEN  (promoting Akt  signalling)  and  TFAP2A  (Transcription  factor  AP‐2 




speak  to  the critical  importance of  cell  type and cellular  context on how miR‐214 





miR‐214 expression  is  up‐regulated  in  kidney biopsies  taken  from CKD patients  in 
comparison  to  healthy  controls  and  correlates  with  severity  of  proteinuria  and 
degree of  fibrosis.267,302 miR‐214  expression  is  also  increased  in  animal models  of 
renal fibrosis, such as UUO, IRI, mesangial proliferative glomerulonephritis, and salt‐






conditions,  miR‐214  has  been  suggested  to  promote  hypertrophy  in  PTECs  and 
glomerular mesangial cells, which are key features of DKD.269,306,307 Here, miR‐214‐
mediated  inhibition  of  PTEN  promotes  Akt  and  mTORC1  (Mechanistic  target  of 
rapamycin complex  1)  activity,  therefore  promoting  cellular  hypertrophy  in  high‐




miR‐214  in  the  UUO  model  results  in  a  93%  or  86%  reduction  in  fibrosis 
respectively.261 This was a key study which suggested a strong association between 










syndrome  is not modelled by UUO. This  is of particular  significance  to  the clinical 
application of anti‐miR‐214, as cardiorenal syndrome is a common cause of mortality 
in CKD patients, while miR‐214 has been suggested to play important protective and 
pathological  roles  in  many  forms  of  cardiovascular  disease  and  cardiac  injury. 
Investigating  miR‐214  in  the  context  of  renal  dysfunction‐induced  cardiovascular 
dysfunction may be an integral part of evaluating the potential safety of anti‐miR‐214 
intervention  in  CKD.  Fourthly,  as miR‐214  expression was  inhibited  or  genetically 




renal  function has already  took place.  Fifthly,  as miR‐214  is  known  to have vastly 
different functions depending on cell type and biological or pathological context, key 








therefore  promoting  Wnt/β‐catenin  signalling  activation,  which  protected  PTECs 









miR‐214 has  been observed  to  have  a  role  in  the delay  of  apoptosis  in  advanced 
glycation end products (AGE)‐treated monocytes in CKD patients.264 AGEs are known 
to  cause  inhibition  of monocyte  and macrophage  apoptosis,  therefore  promoting 
inflammation  and    inflammatory‐response.  264  AGEs  accumulate  in  a  variety  of 
contexts, such as diabetes, renal dysfunction, and aging.264 AGEs are proposed to play 
a  deleterious  role  in  conditions  such  as  dialysis‐related  amyloidosis  and 
atherosclerosis via inhibition of monocyte or macrophage apoptosis.264 miR‐214 was 











the  mitochondria  relative  to  the  cytoplasm  of  the  PTECs,  where  it’s  expression 
increases in multiple in vivo and in vitro models of renal fibrosis/CKD. Mitochondrial 
genes  mt‐Nd4l  (NADH  dehydrogenase  4L,  mitochondrial)  and  mt‐Nd6  (NADH 
dehydrogenase 6, mitochondrial) were validated as direct miR‐214 targets in PTECs 
subjected  to  models  of  CKD.  miR‐214  was  found  to  induce  PTEC‐apoptosis  and 
contribute  to  metabolic  dysfunction  via  disruption  of  mitochondrial  oxidative 
phosphorylation,  thus  contributing  to  progression  of  the  renal  injury.  Conditional 
knockout of miR‐214 in the proximal tubules (cKO‐214) ameliorates these effects, as 
does inhibition via anti‐miR. cKO‐214 mice were found to have a 50% reduction in 








different  histological  stains  (Masson’s  trichrome  vs  picrosirius  red)  and  different 
mouse genetic backgrounds (sv129 vs C57 black) were used by Bai et al (2019) and 












in  different  pathological  contexts,  this  may  be  of  critical  importance  to  fully 
understanding  its pro‐fibrotic mechanisms  in  the kidney.  Important aspects  to the 
assessment of miR‐214 as a  therapeutic  target  are  its  influence on  cardiovascular 






















of  CKD  phenotype  produced,  evaluating  renal  fibrosis,  markers  of  renal 
function and cardiorenal syndrome.  
2. To  evaluate  the  therapeutic  potential  of  anti‐miR‐214  in  the  STNx model, 
when administered after renal fibrosis was already present.  
3. To  use  the  reversible  UUO model  to  decipher  the  cell  population‐specific 
































HeLa  cell  line  is  the  oldest  and  one  of  the  most  prominent  human  cell  lines 
available,308 having being cultured from an adenocarcinoma in 1951.309 NRK49F is a 
rat renal fibroblast cell line. The NRK49F cell line was first established by Larco et al 





Cells were grown  in 175cm2  (T175)  cell  culture  flasks  (Corning, CLS431080)  in  cell 
culture incubators at 37oC in 95% CO2, 5% O2. The following media was used for HeLa 
cell  growth:  DMEM  (Gibco,  11995040)  supplemented  with  penicillin  (100  U/mL, 
Gibco  15070063),  streptomycin  (100  μg/mL,  Gibco  15070063),  and  FBS  (10%  v/v, 
Gibco 10500064). The following media was used for NRK49F cell growth: DMEM:F12 
(Gibco,  11320033)  supplemented  with  penicillin  (100  U/mL,  Gibco  15070063), 






incubated  in  3  mL  of  0.25%  (v/v)  trypsin  with  2.21  mM  EDTA  in  HBSS  (Corning, 







For  all  transfections,  a  6x  concentrated  mix  of  OptiMEM  (Gibco,  31985047)  + 
oligonucleotide  (Regulus  Therapeutics)  +  transfection  reagent  (Lipofectamine 
LTX/PLUS (Invitrogen, 15338100) for plasmids, Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen, 






















per  flask and allowed  to proliferate overnight. Cells were  then  transfected with a 
luciferase construct which contained a sequence complimentary to the miR‐214‐3p 
seed sequence, as well as a miR‐214‐3p expression plasmid. Multiple concentrations 
of  luciferase and expression plasmids were  transfected  for optimisation purposes, 
along with  a  control  where  0  μg  of  either  compound was  transfected.  2.5  μg  of 
luciferase and 5 μg of expression plasmids were found to be optimal to produce a 
miR‐214  inhibition  dose‐response  curve.  To  transfect,  a  transfection  mix  was 
prepared  in  500  μL  OptiMEM  (Gibco,  11058021),  which  consisted  of  5  μL  of 
Lipofectamine  LTX  (Invitrogen,  15338100)  and  1  μL  of  PLUS  reagent  (Invitrogen, 
15338100) per 1 μg of total plasmid. The transfection mix was allowed to sit for 10 
minutes  before  7.5  mL  of  transfection  media  (DMEM  +  10%  v/v  FBS,  no 
penicillin/streptomycin) was added. Cells in 175 cm2 flasks were washed in PBS twice 






Six  oligonucleotide  compounds  were  transfected  at  a  gradient  of  doses,  with  no 
transfection  taking  place  in  rows A  and H  or  columns  1  and  12  (due  to  potential 
inaccuracy  in  florescent  measurements  taken  in  wells  at  the  edge  of  the  plate). 
Oligonucleotide  compounds  were  transfected  for  6  hours  in  OptiMEM  + 
Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen, 13778500) in transfection media (DMEM + 10% 
v/v FBS, no penicillin/streptomycin), 100 μL per well. Serial dilutions were used to 
produce  a  gradient  of  concentrations  at which  each of  the oligonucleotides were 
  2‐69









Fig  2.3.1:  Plate  map  for  oligonucleotide  transfection.  Rows  B‐G  =  one 
oligonucleotide  transfected  per  row.  Rows  2‐10  =  concentrations  (nM)  of 
oligonucleotide transfected, produced via serial dilutions (1:3) from row 2.  Row 11 = 












































experiments  or  RNeasy mini  kit  (Qiagen,  74106)  for  samples  derived  from  in  vivo 










































discarded.  500  μL  of  RPE  buffer  was  again  added  before  centrifugation  at  room 





































to  permit  random  hexamers  to  anneal,  then  48oC  for  30  minutes  for  reverse 
transcription  to  take  place,  then  95oC  for  5 min  to  halt  reverse  transcription  via 
reverse transcriptase denaturation, before sample temperate was cooled to 4oC and 





















































synthesis,  and  SIPA  (single  primer  isothermal  amplification)  amplification.  In  first 
strand cDNA synthesis, DNA/RNA chimeric primers bind to the 5’ portion of the mRNA 
Poly‐A tail or randomly across the mRNA, with reverse transcriptase extending the 3’ 
end  of  the  DNA  portion  of  the  primer.  Therefore,  the  resulting  first  strand 
cDNA/mRNA hybrid had a unique RNA sequence at the 5’ end of the cDNA strand. In 
second strand synthesis, the mRNA within the mRNA/cDNA hybrid was fragmented, 
thus  creating  priming  sites  for  DNA  polymerase  to  synthesise  a  second  strand, 
complimentary to the first strand, including the 5’ unique sequence of the first strand 













































Gene  Expression  or  Taqman  miRNA  Expression  assays  (Thermo  Fischer)  for  each 

































Taqman  qRT‐PCR  functions  as  a  semi‐quantitative  measure  of  gene  or  miRNA 
expression  via  the  detection  of  fluorescence.  The  Taqman  system  consists  of  a 










the  target  gene  of  interest.  As  Taq  polymerase  possesses  exonuclease  activity,  it 
degrades the Taqman probe as the extension phase of the PCR progresses. As a result, 
the 5’ fluorophore is released and is no longer in close proximity to the 3’ quencher, 
meaning  its  fluorescence  can  then  be  detected  by  the  QS5.  With  each  cycle  of 
denaturation  and  cooling,  more  cDNA  is  produced  by  the  PCR  primers  and  Taq 
polymerase,  resulting  in degradation of more bound Taqman probe which  in  turn 
results  in more detectable  fluorescence.  The QS5 measures  this  fluorescence and 
outputs which cycle (out of 40) the fluorescence was first detected at a statistically 





were  taken.  Firstly,  blank  and  RT  controls  were  checked  to  ensure  gene/miRNA 




gene/miRNA  Ct  value  in  the  corresponding  sample,  producing  a  ΔCt  for  each 
gene/miR in each sample. Fourthly, statistical analysis was performed on ΔCt values, 
as detailed in section 2.20. For illustrative purposes, an experiment with two groups 
(control  and  treatment)  will  be  used.  Fifthly,  ΔCt  values  were  normalised  to  the 
average ΔCt  for  the control group. Here, ΔCts  for all  samples  in  the control group 
were averaged to produce an average control ΔCt value. This average control ΔCt 
value  was  then  subtracted  from  each  individual  ΔCt  value  from  the  control  and 





































































blue  paper  towels,  cotton‐buds  and medical  gauze.  All  surgical  instruments were 
sterilised via autoclave prior to surgery. Where possible, a separate set of surgical 


















































amount of  time possible  (no  longer  than 5 minutes). Using small  surgical  scissors, 
renal mass was removed from the top of the kidney by cutting just above the renal 
blood supply (Fig 2.5.1). Renal mass was removed from the bottom in the same way, 




in  the  clotting of blood on  the  face of  the  surgical  incisions,  the  spongiostan was 
gently  held  in  place  for  ~1‐2 minutes  before  subsequent  steps were  carried  out. 
Slowly, the kidney was manoeuvred back into place in the abdomen, taking care to 
not displace the spongiostan during this process. Cotton‐buds dipped in sterile water 

































































Metabolic  cages  were  used  to  collect  urine  for  biochemical  analysis  during  STNx 





Echocardiography was  carried  out  by  University  of  Edinburgh  pre‐clinical  imaging 
facility technician Adrian Thompson as part of the STNx anti‐miR‐214 study detailed 














over  one  cardiac  cycle.  Spectral Doppler was  carried out  in  parasternal  short‐axis 
view  and  used  to  assess  mitral  valve  and  pulmonary  artery  blood‐flow.  Doppler 
sample volume was placed across the mitral valve for measurement of E (early) and 
A  (late,  atrial)  wave  velocity  and  deceleration  time.  Doppler  sample  volume was 





















endocardial  border,  epicardial  area  (mm2)  was  measured  via  drawing  trace  lines 







Mice  were  placed  in  a  hot‐box  at  32oC  for  5‐10  minutes  before  being  placed  in 
custom‐made apparatus to secure the mouse during blood‐pressure measurement. 
The mouse was allowed to acclimate to the apparatus before the tail‐cuff was placed 











snout  in  the  anaesthetic  nose  cone,  limbs  secured  to  surgical  area with  low‐tack 



































in a  centrifuge at 3000 x G  for 15 minutes. Serum was  taken  from  the  top of  the 
Eppendorf (without disturbing the blood clot), placed  in a clean 0.5 mL Eppendorf 
and stored at ‐80oC. The mice were perfused through the heart with 3 mL of PBS until 
























Organ  Weighed RNA Protein Histology
Kidney  ✔  ✔  ✔  ✔ 
Heart  ✔  ✔  ✔  ✔ 
Liver  ✔  ✔  ✔  ✔ 
Spleen  ✔  ✔  ✔  ✖ 






Mice were  sacrificed via  schedule one methods  (CO2  chamber  for 5 minutes with 
confirmation  of  death  via  cervical  dislocation).  The  abdomen  was  opened  using 






































to  the  chopped  tissue,  the mixture was  then  transferred  to  50 mL  gentleMACS C 
tubes  (Miltenyi  Biotec,  130‐093‐237).  These  were  then  placed  in  a  gentleMACS 
Dissociator (Miltenyi Biotec). The gentleMACS tubes were then placed in a shaking 










which  may  have  otherwise  interfered  with  FACS.  Cell  suspension  was  again 
centrifuged at 500 x g for 5 minutes at 4oC. 
 
The  single‐cell  suspensions  were  resuspended  in  1  mL  FACS  buffer  and  counted 
before  being  plated  in  a  96‐well  round‐bottom  plate  (Corning  3799),  with  the 
appropriate  rat  anti‐mouse  antibodies  added  (table  2.6.1).  The  following  controls 
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were implemented: unstained cells, single‐stain, and FMO (fluorophore minus one). 
For  each  experimental  group,  1  well  was  allocated  to  be  not  stained  with  any 
antibody (unstained control) and 1 well was allocated to be the FMO (fluorophore 
minus one) per antibody. A  single  stain control  for each conjugated antibody was 
added to the plate, with compensation beads (Bioscience 01‐222‐41) added instead 
of  cells  to  ensure  antibody  binding.  Once  the  cells  were  plated,  the  plate  was 





non‐control  wells.  For  each  FMO,  all  antibodies  minus  one  were  added  as 




pellets  disturbed  via  vortexing  the  plate.  Cells  were  washed  again  via  the  same 
method and resuspended  in 150 μL of FACS buffer and transferred  to FACS  tubes 




Antibody  Fluorophore  Cat. number  Company  Dilution 
PDGFRβ  PE  136006  Biolegend  1:50 
CD31  Bright violet 605  102427  Biolegend  1:100 
CD45  APC  561018  BD 
Bioscience 
1:100 
F4/80  PE Cy7  25480182  eBioscience  1:100 










Plus  Micro  Kit  (Qiagen,  74034)  was  used,  with  pure  molecular‐grade  ethanol 
(Honeywell, E7023‐500mL) used for all steps requiring the use of ethanol, including 
making  up  RWT  and  RPE  buffers.  All  centrifugation  steps  take  place  at  room 
temperature.  Cells  sorted  into  350  μL  RLT  buffer  were  allowed  to  sit  at  room 
temperature  for no  longer  than 30 minutes before  initiating RNA extraction. Cells 






































Picrosirius  red  staining  was  carried  out  using  Abcam  picrosirius  red  staining  kit 
(ab150681),  according  to manufacturer  protocol  in  a  flume  hood.  Deparaffinised 
slides were placed in picrosirius red stain for 1 hour, then dipped 5 times each in two 
changes  of  acetic  acid  solution  (provided  by  kit),  washed  and  dehydrated  two 
changes of 100% ethanol, then cleared in 100% xylene. Glass coverslips (VWR, 631‐












by  Image‐Pro  Premier.  Integrated  Optical  Density  (IOD)  of  the  areas  selected 
(selected_IOD) was provided as an output by Image‐Pro Premier. IOD is the average 
intensity/density of the selected areas, derived via the formula IOD = area x average 
density. The total  IOD of  the whole  image (total_IOD) was also measured. Results 


































were via unpaired,  two‐tailed  t‐tests.  In  section 4.4,  sham and STNx + PBS groups 
were compared via Student’s t‐test (unpaired, two tailed), while STNx + PBS, STNx + 






albumin:creatinine  ratio  detected  in  the  urine  when  measured  at  6‐weeks  post‐



















(out  of  10)  being  sent  for  sequencing.  small  RNA  sequencing  and  gene  RNA 
sequencing  (via poly‐A pulldown)  library preparation,  sequencing and read quality 
control was carried out GeneWiz. Reads were mapped to the mm10 transcriptome 
using RSEM,313 which determined raw read count and FPKM (Fragments Per Kilobase 


















to  the mm10  genome using  STAR  (Spliced  Transcripts  Alignment  to  a  Reference), 











F4/80hi macrophages,  and  Pdgfrβ  (myofibroblast‐like  cells).  FACS  sorting  and RNA 
extraction were carried out as outlined in section 2.6. RNA quality was assessed via 
Agilent  RNA  6000  Nano  Kit  (Agilent  Biotechnologies  5067‐1511),  with  RIN  (RNA 
Integrity  Number)  values  of  >9.5  (out  of  10)  being  sent  for  sequencing.  Library 
preparation,  sequencing and read quality control was carried out GeneWiz. Reads 
were aligned to the mm10 transcriptome and raw read counts per miRNA per sample 
generating  using  Shortstack.314  Statistical  analysis  to  determine  differential 
expression data between groups was carried out on raw read counts via DESeq2 R 
package.  For  each  pair  of  experimental  groups  (e.g.  sham  vs  UUO)  in  each  cell 
population, DESeq2 generated a fold‐change and adjusted p‐value for each miRNA. 
To normalise for differences in sequencing depth between samples, raw read counts 








(dds)  summarising  the  gene  expression  data  in  each  sample  was  created  using 
DESeq2, i.e. this contains expression data for the top 1000 gene or miRNAs in each 
sample, along with additional information such as which group (sham, UUO or rUUO) 
each  sample  belongs  to.  To  aid  visual  detection  of  outlier  samples  in  the  data, 




2.9.2:  Filtering  data  to  remove  very  lowly  expressed  genes  and 
contamination from each cell population 
The  rUUO  FACS  sorted  population  gene  expression  data  was  initially  filtered  for 







































































UPu_DNr  Any positive  <0.05  Any 
negative 
<0.05  ‐‐‐‐  ‐‐‐‐ 
UPu_UPr  Any positive  <0.05  Any positive <0.05  ‐‐‐‐  ‐‐‐‐ 
UPu_NSr  Any positive  <0.05  ‐‐‐‐  >0.05  Any positive  <0.05 
DNu_UPr  Any 
negative 








<0.05  ‐‐‐‐  >0.05  Any 
negative 
<0.05 










were  identified  for each  cell  population  in  sham, UUO and  rUUO. That  is, marker 
genes/miRNAs were  identified  by  the MGFR  package  by  comparing  expression  in 
each of the four cell types, with expression at sham, UUO, and rUUO being compared 














MultimiR  then  scanned  the  list  of  genes  for  predicted  binding  sites  for  the  input 
miRNA,  in  each  of  the  available  databases.  The  list  of  gene  provided were  genes 
which displayed an expression pattern which opposed that of the miRNA, in the cell 






















































in  one  surgery,  followed  by  ablation  of  contralateral  renal  mass  1‐2  weeks 
later.177,186,196,197,317  Subtotal  nephrectomy  has  been  associated  with  poor  animal 
welfare  as  evidenced  by  high  mortality  rate177,196  and  significantly  decreased 
























































Fig  3.2.1:  Estimated  percentage  of  total  renal  mass  removed  during  the  STNx 
surgery.  Each mouse which underwent STNx had one kidney removed and a portion 





3.2.1).  This  procedure  allows  for  constant  monitoring  of  the  consistency  of  the 
surgery within a study, as well as across multiple studies. It has been reported that 




























































Fig  3.2.3:  Renal  total  collagen  expression  at  10‐weeks  post‐surgery.    A  =  Sham 
exemplar  image.  B  =  STNx  exemplar  image.  C  =  Quantification  of  total  collagen 
expression.  3 μM  slices were  taken  from paraffin‐embedded  kidney  tissue before 
deparaffinisation and staining with picrosirius red for total collagen. Exemplar images 
(A‐B)  are  provided  at  5x  magnification.  B‐1  =  Tubulointerstitial  fibrosis,  B‐2  = 




















































Fig 3.2.7: Cardiac  total  collagen expression at  10‐weeks post‐surgery.   A =  Sham 
exemplar  image.  B  =  STNx  exemplar  image.  C  =  Quantification  of  total  collagen 
expression.  3  μM  slices  were  taken  from  paraffin‐embedded  heart  tissue  before 
deparaffinisation and staining with picrosirius red for total collagen. Exemplar images 






























A  significant  increase  in heart weight  (normalised  to  tibia  length) was detected  in 
animals  subjected  to  STNx,  in  comparison  to  sham,  10‐weeks  post‐surgery  (0.072 















However, C57 black  is  a  commonly used background  strain  for  genetically‐altered 




























Fig  3.3.1:  Estimated  percentage  of  total  renal  mass  removed  during  the  STNx 
surgery.  Each mouse which underwent STNx had one kidney removed and a portion 
















=  Sham  exemplar  (5x  magnification).  B  =  STNx  exemplar  (5x  magnification).  C  = 
Quantification  of  Picrosirius  red  stain.  3  μM  slices  were  taken  from  paraffin‐
embedded kidney tissue before deparaffinisation and staining with picrosirius red for 

















































































characterised.  The  key  difference  between  the  surgical  methods  used  and  those 
previously published is the use of a single‐surgery to perform both the nephrectomy 
and  contralateral  partial  nephrectomy. Many  papers  have  been  published where 







Animal welfare  in  response  to  STNx was  closely monitored  throughout  the  study 




15%  loss  (2)).  Animal  body  condition  scoring  (BC),  based  on  observation  of  the 
amount  of  flesh  overlying  bony  protuberances,  was  also  used  in  the  health 




in weight  in  comparison  to  sham  animals  at  any  time‐point  during  the  10‐weeks 
between surgery and sacrifice (Fig 4.2.2). This  is  in contrast to many other studies 
which  use  traditional  (two‐step,  pole  resection  or  renal  artery  ligation)  subtotal 






In  addition,  mortality  rates  associated  with  the  traditional  subtotal  nephrectomy 
methods  in mice  are  substantial,  with  reports  as  high  as  43%196  and  >50%.326  In 




sham  at  10‐weeks  post‐surgery  (Fig  3.2.3).  Classical  hallmarks  of  renal  fibrosis 
tubulointerstitial fibrosis and glomerulosclerosis327 were observed. Tubular dilatation 
was  also  observed,  which  results  from  an  increase  in  intraluminal  pressure  and 
cytoskeletal alterations.328,329 These changes occurred in conjunction with increased 
urinary  albumin:creatinine  ratio  (ACR)  at  10‐weeks  post‐surgery  (Fig  3.2.4).  These 







secreted  by  myofibroblasts  in  the  kidneys  when  a  pro‐fibrotic  environment  is 
present.331 Col4a1  is an  important basement membrane component,332 suggesting 
possible basement membrane expansion in STNx kidneys. Acta2 is a marker of the 
formation  of  the  myofibroblasts  which  increase  in  number  in  renal  fibrosis  and 
secrete excess extracellular matrix components.333 Mmp2 has been suggested as a 
clinical biomarker, as increased expression has been observed to correlate with renal 
fibrosis  and  predicts  risk  of  future  decline  in  renal  function.334  Renal  Mmp2 
expression is also known to increase in in vivo models of renal dysfunction (diabetic 
nephropathy  via  streptozotocin,335  ischemia‐reperfusion  injury,336  lithium‐induced 
  3‐126












the  dendritic  cells  and  macrophages.343  For  production  of  IL1β  to  take  place, 
activation of NF‐κB signalling must occur to produce pro‐IL1β, which requires NLRP3 
(nucleotide‐binding  domain,  leucine‐rich‐containing  family,  pyrin  domain‐
containing‐3)  inflammasome activation to produce active caspase‐1, which cleaves 
pro‐IL1β  to  form mature  IL1β.343,344  Another  product  of  active  NF‐κB  signalling  is 
Tnf.343 Tnf is up‐regulated in various clinical instances of CKD and its inhibition has 


















present,  as  well  as  in  acute  kidney  injury.226  Knockdown  of  miR‐21  via  anti‐miR 
oligonucleotide has been shown to significantly reduce interstitial fibrosis in a mouse 
model of Alport  syndrome.348 miR‐214 has also been demonstrated  to  increase  in 
models  of  renal  fibrosis  (UUO  and  IRI)  and  its  knockdown  in UUO  using  anti‐miR 
oligonucleotide or  genetic  knockout  has  been  shown  to be  anti‐fibrotic.261,303 Up‐
regulation of these miRNAs are in‐line with other well‐established models of renal 
injury and recapitulate changes which are consistently observed in cases of human 





parameters  were  also  measured.  Cardiac  hypertrophy,  secondary  to  uremia,  has 
been  shown  to  occur  in  mice  subjected  to  subtotal  nephrectomy  in  many 
studies.192,193,349,350  Cardiac  hypertrophy  is  also  common  in  patients  with  renal 
insufficiency,  with  nearly  75%  of  patients  displaying  this  by  the  time  dialysis  is 
initiated.192,351 Animals subjected to STNx were found to have significantly increased 
cardiac  hypertrophy  at  10‐weeks  post‐surgery  compared  to  shams  (Fig  3.2.9), 
indicating STNx is consistent with other subtotal nephrectomy methods in modelling 







assessment  if  this  increase  is  protective  or  deleterious  can  be  made.  As  cardiac 
fibrosis (Fig 3.2.7) was not detected, it may be necessary to allow the model to run 
longer than 10‐weeks post‐surgery to observe this. One sham animal was found to 


















fibrotic  gene  expression  were  observable.  Based  on  these  results,  C57  black 














was  present.  Cardiovascular  parameters  indicated  cardiorenal  syndrome  was 
developing in these mice. STNx in C57 black mice, a strain known to be resistant to 























































miRNA  via  base‐pairing  with  its  seed  region.352–354  Several  modifications  to  the 
oligonucleotide backbone have been utilised over the years to make improvements 
such  as  resistance  to  nuclease,  increased  target  affinity,  reduced  innate  immune 
response,  improved  pharmacokinetic  profile  and  increased  cellular  uptake.352,355 
Despite these chemical modifications, inhibition of miRNA activity via the delivery of 






The  anti‐miR‐214  compound  used  in  the  following  in  vivo  studies,  provided  by 
Regulus Therapeutics,  includes phosphorothioate (PS), 2’‐OMe (2’‐O Methyl), MOE 

















features  of  CKD.  “Refined,”  in  this  case  refers  to  NC3Rs  (UK  National  Centre  for 




time‐point  where  renal  fibrosis  and  increased  miR‐214  expression  were  already 
observable. In patients, CKD is commonly diagnosed using serum creatinine, a marker 
which  alterations  are  only  detectable  when  40‐50%  of  the  renal  parenchyma  is 
damaged.362 This, in addition to the non‐specific symptoms produced by early‐stage 
CKD,  results  in  early  diagnosis  not  being  routine.362,363  Therefore,  from  the 
perspective of testing a therapeutic intervention, dosing the compound from a time‐





















































compounds  to  bind  miR‐214‐3p.  This  work  was  conducted  in  conjunction  with 
Regulus Therapeutics while the author was on Industry placement.  The assay system 
used  consisted  of  two  plasmid  constructs,  a  luciferase  reporter  construct  which 




and  luminescence measured 24hrs  later. The concept behind  this assay system  is: 
miR‐214‐3p  produced  by  the  miR‐214  expression  plasmid  will  inhibit  luciferase 
expression  via  binding  to  the  miR‐214‐3p  seed‐match  region  on  the  luciferase 
plasmid. When anti‐miR‐214 is transfected at a gradient of doses, it is expected that 


















Fig  4.2.1:  Assessment  of  the  miR‐214‐3p  binding  capacity  of  oligonucleotide 
compounds  in  vitro.    Luciferase‐based miR‐214 expression  sensor  system used  to 
analyse  the  capacity  of  several  oligonucleotide  compounds  to  bind  miR‐214‐3p. 
Oligonucleotides were transfected into HeLa cells containing luciferase‐based miR‐
214‐3p  sensor  in  a  gradient  of  doses  (0.003‐17nM).  Luminescence  detected  was 
normalised  to  that  of  untreated  control  (UTC)  wells  (which  received  no 















fibrosis.    A  =  miR‐214‐3p  expression.  B  =  Pro‐fibrotic  gene  expression.  Rat  renal 
fibroblast (NRK49F) cells were stimulated with TGFβ1 (10 ng/mL for 3 days) to model 










































anti‐miR‐214  and  control  anti‐miR  were  transfected  at  1  nM  and  0.5  nM 
concentrations into NRK49F cells which were then stimulated with TGFβ1 (Fig 4.2.3). 
Here,  miR‐214‐3p  expression  appeared  to  be  knocked  down  by  anti‐miR‐214 
(compared  to  cells  not  transfected  with  an  anti‐miR)  at  both  1  nM  and  0.5  nM 
concentrations, whilst control anti‐miR at the same concentration had no clear effect 
(Fig 4.2.3). Pro‐fibrotic gene expression (Col1a1, Col3a1, Col4a1, Acta2, Fbn1 and Ctgf) 
























































Fig  4.3.1:  Estimated  percentage  of  total  renal  mass  removed  during  the  STNx 
surgery.  Each mouse which underwent STNx had one kidney removed and a portion 


























expression.  3 μM  slices were  taken  from paraffin‐embedded  kidney  tissue before 
deparaffinisation and staining with picrosirius red for total collagen. Exemplar images 
(A‐B)  are  provided  at  5x  magnification.  1  =  Tubulointerstitial  fibrosis,  2  = 
















±  0.17  SEM),  along  with  histological  hallmarks  of  renal  fibrosis  (tubulointerstitial 
fibrosis  and  glomerulosclerosis)  (Fig  4.3.2).  This  increase  did  not  correlate with  a 




















STNx  surgery  (n=32).  Randomisation  carried  out  using  random.org.  Mice  which 
received STNx surgery were then split into 3 intervention groups: Phosphate buffered 
saline  (PBS,  n=11),  anti‐miR‐214  (n=11),  or  control  anti‐miR  (n=10).  Two  animals 
subjected to STNx, prior to receiving any intervention, were culled due to poor health 







PBS  were  compared  via  student’s  t‐test  (unpaired,  two‐tailed)  to  assess  changes 
induced  by  the  STNx model  alone.  STNx  +  PBS,  STNx  +  anti‐miR‐214,  and  STNx  + 
  4‐145
control  anti‐miR  groups were  compared  via  one‐way ANOVA with  Tukey multiple 





all  data had been analysed.  STNx mice were assigned  to  one of  the  three  groups 
based on their estimated percentage of total renal mass removed to try and match 

























































Sham.  B  =  STNx  +  PBS.  C  =  STNx  +  anti‐miR‐214.  D  =  Control  anti‐miR.  E  = 
Quantification of  total  collagen expression. 3 μM slices were  taken  from paraffin‐
embedded kidney tissue before deparaffinisation and staining with picrosirius red for 
total  collagen.  Exemplar  images  (A‐D)  are  provided  at  5x  magnification.  1  = 
  4‐148
Tubulointerstitial  fibrosis,  2  =  glomerulosclerosis.  Quantification  of  collagen 
expression was carried out using Image‐Pro Plus 7. Sham: n=7, PBS: n=8, Anti‐miR‐
214: n=11, Ctrl anti‐miR: n=8. Plotted as mean ± SEM. Statistical analysis: sham and 
PBS  compared  via  student’s  t‐test  (unpaired,  two‐tailed).  PBS,  anti‐miR‐214  and 
control  anti‐miR  groups  compared  via  one‐way  ANOVA  with  Tukey  multiple 
comparison test. *** = P ≤ 0.001. 
 
At  10‐weeks  post‐surgery,  mice  which  received  STNx  +  PBS  intervention  had 
significantly increased renal fibrosis compared to sham (1.05% ± 0.08 SEM to 2.77% 
± 0.32 SEM). No significant difference between each of the three intervention groups 
could  be  detected.  Evidence  of  tubulointerstitial  fibrosis  and  glomerulosclerosis 





























PCR  (qRT‐PCR)  was  carried  out  with  specific  Taqman  probe,  normalised  to 
housekeeper u6. Sham: n=8, PBS: n=8, Anti‐miR‐214: n=11, Ctrl anti‐miR: n=9. Plotted 

















6‐weeks  post‐STNx.  B  =  10‐weeks  post‐STNx.  Urine  was  collected  overnight  via 
metabolic  cages.  Albumin  and  creatinine  content  was  determined  via  in‐house 
biochemical analysis service. Sham: n=7, PBS: n=8, anti‐miR‐214: n=8, Control anti‐
























animal’s  ACR  between  these  two  time‐points.  Urine  was  collected  overnight  via 
metabolic  cages.  Albumin  and  creatinine  content  were  determined  via  in‐house 
biochemical analysis service. Sham: n=7, PBS: n=8, anti‐miR‐214: n=8, Control anti‐


















A  paired  t‐test  was  carried  out  to  investigate  changes  between  6‐weeks  and  10‐







































are  known  to  increase  once  renal  function  has  significantly  declined  (GFR  of  30 








9.29  ±  1.04),  serum  urea  (6.35 mmol/L  ±  0.70  SEM  to  11.76  ±  0.50),  and  serum 
phosphate (1.84 mmol/L ± 0.22 SEM to 2.74 ± 0.19). When comparing between the 
































feature.365  In  order  to  assess  the  impact  of  miR‐214‐3p  on  these  parameters, 








































Fig 4.5.2: Total  collagen expression  in mouse hearts 10‐weeks post‐surgery.   A = 
Sham. B = STNx + PBS. C = STNx + anti‐miR‐214. D = STNx + control anti‐miR. E = 































































At  10‐weeks  post‐surgery,  a  significant  increase  in  blood  pressure  was  observed 
between sham and STNx + PBS groups (110.4 mmHg ± 2.61 SEM to 153.1 ± 4.60). 














At  sacrifice,  10‐weeks  post‐surgery,  wet  weight  of  each  heart  was  taken  and 
normalised  to  the  tibia  length of  that  animal. A  significant  increase was detected 
between sham and STNx + PBS groups (0.065 g/cm ± 0.003 SEM to 0.092 ± 0.006), 











placement  in  second  semester  of  PhD  year  one.  A  number  of  anti‐miR‐214 
compounds, along with a control anti‐miR, were provided at this time for analysis. 
This initial analysis was carried out using a luciferase‐based miR‐214 sensor system, 








nature  and  lacks  any  cellular  context,  whilst  also  being  carried  out  in  HeLa  cells. 
Therefore, it may be advantageous to build on this data by examining the anti‐miR 
compounds  in an  in vitro model of  renal  fibrosis. TGFβ1‐stimulation of normal  rat 
renal fibroblast (NRK49F) cells was chosen due to availability of the cells along with 
TGFβ1‐stimulation of  this  cell  line being a  commonly used  in  vitro model of  renal 












suggested  to  be  an  important  mediator  of  renal  fibrosis.383–387  The  trends  in 
upregulation  observed  in  these  genes  suggest  myofibroblast  activation  was 









commonly  used method  of  detecting  oligonucleotide‐mediated miRNA  inhibition. 
However, this has been more recently demonstrated to be an imperfect method of 
detection,  as  the primer  for miRNA  reverse  transcription may displace  the bound 
anti‐miR oligonucleotide.383 Therefore,  this data may not  fully  reflect  the miR‐214 
inhibition  caused  by  the  anti‐miR  compounds.  Despite  this,  trends  towards 
amelioration of the TGFβ‐induced induction of Col1a1, Col3a1, Col4a1, Acta2, Fbn1 
and Ctgf gene expression were observable with 1 nM of anti‐miR‐214, but not with 1 


















that  knockdown  of  miR‐33  may  result  in  decreased  miR‐214‐3p  expression 
specifically in the kidneys of animals subjected to STNx. Insufficient evidence exists 
in this study to support a hypothesis as to how this may occur. As this data is derived 
from  qRT‐PCR,  it  is  worth  noting  again  that  RT‐primers  may  displace  anti‐miR 
oligonucleotides  binding  to  miRNA  and  successfully  carry  out  reverse‐
transcription,383 meaning the true repression brought about by the anti‐miR may not 
be  reflected  in  qRT‐PCR  results.  However,  given  that  the  control  anti‐miR  was 
demonstrated to have no capacity to directly bind miR‐214 using a luciferase‐based 
miR‐sensor system (Fig 4.2.1), it is unlikely that this caveat would apply to qRT‐PCR‐
derived  data  showing  decreased  renal miR‐214‐3p  in  the  control  anti‐miR  group. 
Despite any reduction in miR‐214‐3p expression in the kidney caused by the control 
anti‐miR, this had no measurable impact on the study, as no significant differences 
between  the  control  anti‐miR  and  PBS  groups  could  be  detected  in  any  of  the 
parameters measured.   
 














With  no  reference  for miR‐214  knockdown besides  qRT‐PCR derived  from whole‐
kidney tissue RNA, it is unknown if the anti‐miR‐214 compound successfully reached 
all  cell  types  in  the  kidney,  and  therefore  that miR‐214 was  successfully  knocked 
down in each cell type relevant to any pro‐fibrotic mechanism miR‐214 may possess.  
Regulus have previously  shown that  this anti‐miR‐214 compound  in particular has 











study  and  RNA‐sequencing  or  gene  expression  microarrays  being  prohibitively 





in  the  UUO  model  when  dosing  began  prior  to  UUO  surgery261,  with  miR‐214 
therefore being knocked down significantly early in (and prior to) the fibrotic process. 




via  anti‐miR  has  been  shown  to  be  protective  against  renal  injury  in  an  albumin‐
overload model of CKD, as well as tubular‐specific genetic knockout of miR‐214 being 
protective  in  ischemia‐reperfusion  injury  and UUO.267  However,  CKD  patients  are 


















enhance  our  understanding  of  time‐sensitivity  in  relation  to  miR‐214  as  an  anti‐
fibrotic target. Another possible explanation is that 6‐weeks post‐STNx is too late in 
















when  the  change between 6 and 10‐weeks within each group was  compared  (Fig 
4.4.7), significant increases in ACR were detected in both the PBS and control anti‐
miR groups, but not  in  the group which received anti‐miR‐214. This  suggests anti‐













part  of  the  picture.  CKD  and  cardiovascular  disease  are well‐known  to  be  closely 
related,388  and  risk  of  adverse  cardiovascular  events  is  known  to  increase  as GFR 
declines.389 The interaction between miR‐214 and cardiovascular disease is complex, 
with  increased  miR‐214  found  to  be  beneficial  or  deleterious  depending  on  the 
underlying pathology.272 As knockdown of miR‐214‐3p in the heart appeared to be 
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this  was  not  statistically  significant.  These  data  suggest  anti‐miR‐214  is  not 


























the time‐point to  initiate  intervention based on  increased renal collagen and miR‐




compared  as  interventions  in  STNx,  with  no  significant  differences  between  the 




































































in  the  renal  cortex  comes  from  the  proximal  tubular  epithelial  cells  (PTECs).393 
Therefore, the isolation of individual cell populations enhances the ability to detect 








FACS was  used  to  sort,  from  the  renal  cortex,  four  cell  populations  implicated  as 
having  significant  roles  in  the  pathogenesis  of  renal  fibrosis:  proximal  tubular 
epithelial  cells  (PTECs),115,145,390  endothelial  cells,154,155,158 macrophages,125,138,396,397 
and fibroblast‐like cells.111,331,398,399 
 
In order  to  sort  these cell  types  specifically, a  flow cytometry antibody panel was 
designed.  CD45  is  a  cell  surface  receptor  present  on  all  cells  of  hematopoietic 
origin.400,401 PTECs,402 endothelial cells403 and fibroblasts404 were expected to be CD45 








embryonic  development.405,412  The  term  “F4/80”  in  this  chapter  refers  to  F4/80hi 
CD45+ cells. CD45‐ Pdgfrβ+ cells were also sorted  in  this study. Pdgfrβ  is used as a 
surrogate marker for myofibroblasts and their fibroblast and pericyte precursors, due 
to  a  lack  of  a  specific  cell  surface  marker.404  Pdgfrβ  is  expressed  on  all 
myofibroblasts111 but can also be expressed on fibroblasts, pericytes, mesenchymal 

















2. Characterise  the  gene  expression  profiles  of  four  cell  populations  in  renal 
injury and recovery from injury. 



























(bar  sham) were  subjected  to UUO  for  7 days, with  sham and UUO groups being 
culled at this time. The remaining three rUUO groups were subjected to reversal of 
UUO surgery at this time, thus removing the ureteric obstruction and allowing injury 




















from  bulk  renal  cortex  sequencing,  a  heatmap was  generated  using  Pheatmap  R 
package  (Fig  5.2.2).  This  heatmap  summarises  the  differential  gene  expression 
detected. In a clearly observable trend, a large portion of genes in the sham group 





























Fig 5.2.4: Heatmap of miR‐214‐3p and miRNA selected  from bulk  sequencing  for 














between  sham  and  UUO,  then  increased  during  reversal.  This  expression  was 
validated via qRT‐PCR in the samples that the RNA‐sequencing was carried out on (Fig 
5.2.5).    In  addition,  the  dysregulation  of  these  miRNAs  was  assessed  using  the 
  5‐181
progressive STNx model described in 3.1 whole kidney RNA (Fig 5.2.6). Expression in 




























































rUUO 2‐week groups,  sorting  LTL,  CD31,  F4/80 and Pdgfrβ  cells  from whole  renal 
cortex.  
 
In  order  to  explore  cell  population‐specific  differential  gene  regulation  and 
expression, individual cell populations were isolated from the renal cortex via FACS, 






One  rUUO  timepoint  (2‐weeks  post‐reversal)  was  selected  for  sequencing  in  this 
experiment, as this was the initial reversal timepoint in the bulk sequencing where 














were  obtained.  Using  these  lists,  marker  genes  for  the  following  cell  types  were 
removed from expression data for all four cell types: loop of Henle, distal convoluted 
























All  populations were  observed  to  be  discrete,  especially  LTL  and  F4/80,  although 
Pdgfrβ sham samples were observed to be in close proximity to some of the CD31 
samples. Clear separation between the sham and UUO groups was observable  for 
each  cell  type.  Separation  between  UUO  and  rUUO  groups  was  most  clearly 























types, genes enriched  in each cell  type at sham were  identified using the MGFR R 
package. These genes were grouped together on a heatmap of all gene expression 
data in the FACS sorted kidney cortex population data (section 5.3 data)(Fig 5.3.4). 











used to  identify enriched genes at sham in each of the four cell  types  in the FACS 
sequencing data from section 5.3. These genes were grouped together on a heatmap 









expression  was  clearly  observed  to  be  increased  again  at  4‐weeks  post‐rUUO.  In 
contrast to LTL, genes found to be enriched at sham in each of the other three cell 















each gene  (Fig 5.3.6). 66.41% of genes were  found  to either  increase or decrease 











































Fig  5.3.8:  Gene  expression  profile  in  the  F4/80  cell  population.    A  =  Heatmap 
annotated by gene set, made using pheatmap R package. B = Pie chart of percentage 









genes  (5.46%),  as  well  as  a  high  portion  of  reversal‐specific  genes  (9.07%).  This 
presents an interesting dichotomy in the F4/80 population with respect to the impact 
of  injury  resolution on  gene expression.  That  is,  the  vast majority of  F4/80  genes 
which were differentially regulated by injury do not even partially regress towards 
their  original  expression  level  within  the  first  two weeks  of  recovery  from  injury 
  5‐194
(5.46%), while  a  higher  portion  of  genes were not  affected by  injury,  but  instead 






Fig  5.3.9: Gene  expression  profile  in  the  Pdgfrβ  cell  population.    A  =  Heatmap 
annotated by gene set, made using pheatmap R package. B = Pie chart of percentage 

































rUUO 2‐week groups,  sorting  LTL,  CD31,  F4/80 and Pdgfrβ  cells  from whole  renal 
cortex.  
 
As  cell  population‐specific  gene  expression  was  profiled  in  rUUO,  a  repeat 
experiment was carried out to profile cell population‐specific miRNA expression. Cell 
type and pathological context has been shown to be of critical  importance in miR‐
214‐3p  mechanisms,248,272,276,282,286,297,298,306,394,395  therefore,  uncovering  its  cell 

























Fig  5.4.2:  miRNA  expression  profile  in  the  LTL  cell  population.    A  =  Heatmap 
annotated  by  miRNA  set,  made  using  pheatmap  R  package.  B  =  Pie  chart  of 
percentage  of  the  total miRNA  expression  each miRNA  set  accounts  for. miRNAs 
which were not differentially regulated between sham and UUO, or UUO and rUUO, 
were  excluded  (n  =  173).  miRNA  sets  were  defined  based  on  fold‐changes  and 
adjusted p‐value (p‐adj) values calculated using DESeq2. ⬆ = positive fold‐change and 




decreased  in  expression  between  sham  and  UUO,  then  remain  unchanged  in 
expression  from  UUO  to  rUUO.  Therefore,  these  miRNAs  were  not  sensitive  to 
reversal of UUO injury, at least by 2‐weeks post‐reversal. In contrast, 4.9% of miRNAs 
were found to either increase or decrease in expression from sham to UUO, before 




in  rUUO)  were  detected  in  the  LTL  cell  population.  Overall,  this  suggests  UUO 




Fig  5.4.3: miRNA  expression  profile  in  the  CD31  cell  population.    A  =  Heatmap 
annotated  by  miRNA  set,  made  using  pheatmap  R  package.  B  =  Pie  chart  of 
percentage  of  the  total miRNA  expression  each miRNA  set  accounts  for. miRNAs 
which were not differentially regulated between sham and UUO, or UUO and rUUO, 
were  excluded  (n  =  168).  miRNA  sets  were  defined  based  on  fold‐changes  and 
adjusted p‐value (p‐adj) values calculated using DESeq2. ⬆ = positive fold‐change and 














Fig  5.4.4: miRNA  expression  profile  in  the  F4/80  cell  population.    A  =  Heatmap 
annotated  by  miRNA  set,  made  using  pheatmap  R  package.  B  =  Pie  chart  of 
percentage  of  the  total miRNA  expression  each miRNA  set  accounts  for. miRNAs 
which were not differentially regulated between sham and UUO, or UUO and rUUO, 
were  excluded  (n  =  187).  miRNA  sets  were  defined  based  on  fold‐changes  and 
adjusted p‐value (p‐adj) values calculated using DESeq2. ⬆ = positive fold‐change and 








miRNAs  here  were  found  to  have  the  uncommon  characteristic  of  increasing  or 
decreasing sequentially in both UUO and rUUO. 
 
Fig  5.4.5: miRNA expression  profile  in  the  Pdgfrβ  cell  population.    A  = Heatmap 
annotated  by  miRNA  set,  made  using  pheatmap  R  package.  B  =  Pie  chart  of 
percentage  of  the  total miRNA  expression  each miRNA  set  accounts  for. miRNAs 
which were not differentially regulated between sham and UUO, or UUO and rUUO, 
were  excluded  (n  =  126).  miRNA  sets  were  defined  based  on  fold‐changes  and 
adjusted p‐value (p‐adj) values calculated using DESeq2. ⬆ = positive fold‐change and 






partially)  restored  in  rUUO.  Similarly  to  the  Pdgfrβ  gene  expression  data, 


















from  a  separate  chromosomal  location,415  were  also  enriched  in  the  Pdgfrβ 
population.  
Table 5.4.7: miRNA enrichment in each of the 4 cell types. 
































































































miR‐214‐3p  expression  was  found  to  increase  significantly  from  sham  to  UUO  in 
F4/80hi macrophages (3.75 log2‐fold) and in Pdgfrβ+ population (2.88 log2‐fold), with 
no significant change in expression between UUO and rUUO. Despite the large fold‐
change  increase  in  miR‐214‐3p  expression  in  F4/80hi  macrophages,  miR‐214‐3p 
expression  (in CPM)  remained  relatively  low  in  comparison  to Pdgfrβ. miR‐214‐3p 





p‐adj  Sham  UUO  rUUO 
LTL               
miR‐214‐3p  1.33  0.09  ‐0.52  0.85  3.5  6.6  4.9 
CD31               
miR‐214‐3p  ‐0.01  0.99  0.55  0.41  7.3  6.5  4.0 
F4/80               
miR‐214‐3p  3.75  2.18E‐32 ‐0.03  0.91  3.8  58.6  50.2 
Pdgfrβ               









LTL+  (Fig 5.4.9), F4/80hi  (Fig 5.4.10), and Pdgfrβ+  (Fig 5.4.11) cell populations were 
FACS sorted from renal cortex and miR‐214‐3p expression was assessed in each. A 
















Fig  5.4.9: miR‐214‐3p  expression  in  renal  proximal  tubular  epithelial  (LTL+)  cells 


































PCR  using  specific  Taqman  probe.  miR‐214‐3p  expression  was  normalised  to 














Fig  5.4.12: Comparison  of miR‐214‐3p  expression  in  three  cell  populations  FACS 
sorted  from mice  subjected  to  18‐minute  unilateral  ischemia  reperfusion  injury 
(IRI) .  2d = 2‐days post‐IRI, 7d = 7‐days post‐IRI, 21d = 21‐days post‐IRI. miR‐214‐3p  
expression  was  assessed  via  qRT‐PCR  using  specific  Taqman  probe.  miR‐214‐3p 
expression was normalised  to housekeeper U6.  Plotted as mean ±  SEM. One‐way 













As miR‐214‐3p was  found  to  be  enriched  in  the  Pdgfrβ  population,  this  data was 












growth  factor),  Baz2a  (bromodomain  adjacent  to  zinc  finger  domain  2A),  Atxn1l 
(ataxin 1 like), Igdcc3 (immunoglobulin superfamily DCC subclass member 3), Nrxn3 





























p‐adj  Sham  UUO  rUUO
Myo18a  7  ‐2.31  1.87E‐15  0.64  0.17  28.3  5.4  7.9 
Qk  7  ‐0.44  0.009  0.0004 1.00  46.1  33.5  38.8 
Ahdc1  6  ‐0.80  0.005  0.25  0.69  21.4  8.4  14.7 
Pgf  6  ‐1.56  0.005  ‐0.79  0.63  12.1  3.6  2.5 
Sept4  6  ‐2.88  6.28E‐13  0.18  0.88  142.3  18.5  24.7 
Baz2a  5  ‐1.24  1.43E‐09  0.55  0.09  18.3  8.4  13.8 
Ppm1a  5  ‐0.63  0.01  0.05  0.94  44.5  29.2  33.3 
Atxn1l  4  ‐0.84  0.0002  ‐0.02  0.97  18.3  11.5  12.4 
Igdcc3  4  ‐10.2  5.41E‐18  5.94  0.09  6.2  0.0  0.3 
Mef2c  4  ‐1.14  2.37E‐06  0.01  0.98  53.1  20.4  20.4 
Nrxn3  4  ‐3.19  3.82E‐08  ‐0.77  0.72  6.5  0.9  0.4 
Pik3cb  4  ‐1.43  0.03  0.39  0.81  1.6  0.6  0.9 
Plxna2  4  ‐1.16  0.009  0.05  0.97  9.2  3.9  4.6 
Pptc7  4  ‐0.94  0.01  0.21  0.82  6.5  3.2  4.3 
Rcsd1  4  ‐2.59  2.97E‐11  1.10  0.06  36.1  5.6  15.6 
Rybp  4  ‐0.90  0.001  0.44  0.35  26.0  12.7  19.7 
Sema4d  4  ‐1.10  0.006  ‐0.20  0.89  3.3  1.3  2.0 




which  predict  mouse  miR‐214‐3p  binding.  Log2  FC  =  log2  fold‐change.  P‐adj  = 






previously  sent  for  RNA  sequencing.  These  were:  Qk  (Quaking),  Sept4  (Septin4), 
Ppm1a (Protein Phosphatase Magnesium Dependent 1A), Mef2c (Myocyte Enhancer 
Factor  2C),  Rybp  (RING1  and  YY1  Binding  Protein),  and  Smg7  (SMG7  Nonsense 
Mediated mRNA Decay Factor). 
 











was  assessed  via  qRT‐PCR  using  specific  Taqman  probes.  Gene  expression  was 


























As  Mef2c  is  a  validated  miR‐214‐3p  target,277,278  further  investigation  into  why 
significant differential  regulation of Mef2c was detected  in the Pdgfrβ+ population 
from sham to UUO via RNA sequencing but not via qRT‐PCR was carried out. Here, 
the  read  mapping  profile  of  the  RNA  sequencing  data  was  visualised  in  the  IGV 







As  the Pdgfrβ population was  identified as a population of mechanistic  interest  in 





























Significantly  reduced  Pdgfrβ  expression was  detected  in  the  anti‐miR‐214‐treated 







time  PCR  (qRT‐PCR)  was  carried  out  with  specific  Taqman  probe,  normalised  to 








Here,  no  significant  increase  or  change  in  Pdgfrβ  expression was  detected  in  any 
group. As this was surprising, Pdgfrβ was then assessed in the kidneys from the STNx 
characterisation  study  presented  in  chapter  3  (Fig  5.4.19).  Here,  a  small  but 
statistically significant increase in Pdgfrβ expression was observed in the STNx group 
(1.37‐fold ± 0.21 SEM). However, this was still a much lower magnitude increase than 














this  was  surprising,  Pdgfrβ  was  then  assessed  in  the  kidneys  from  the  STNx 
characterisation  study  presented  in  chapter  3  (Fig  5.4.19).  Here,  a  small  but 
statistically significant increase in Pdgfrβ expression was observed in the STNx group 
(1.37‐fold ± 0.21 SEM). However,  this was a much  lower magnitude  increase than 





















same  pattern  of  expression  in  STNx. miR‐212‐3p  was  also  up‐regulated  in  whole 
kidney cortex 10‐weeks post‐STNx, but to a lesser magnitude than in UUO, while miR‐






distinct  roles  to  play  in  normal  kidney  homeostasis  and  disease.315  Therefore,  to 










certain  cell  types between experimental  groups has on detected differential  gene 
expression. More  specifically,  following UUO,  significant  autophagy  and  apoptosis 
occurs in the tubular cells, leading to a significant reduction in the number of tubular 
cells.427 As it has been estimated that more than half of the mRNA in kidney comes 
from  the  proximal  tubular  cells,393  tubular  atrophy  caused  by  UUO  may  have 
significant consequences for the overall gene expression profile. At the same time, 
macrophage  infiltration  and  accumulation  of  myofibroblasts  occurs.407  Together, 
these complicate the interpretation of single‐gene expression fold‐changes between 
sham  and  UUO  samples.  For  example,  it may  be  difficult  to  determine  if  a  gene 
observed to be down‐regulated in whole kidney cortex between sham and UUO is 
due to injury‐driven down‐regulation or simply due to a loss of the cell population 
(such as  tubular epithelial  cells) which  it was expressed  in. This may also apply  in 
situations where  a  therapeutic  intervention may  alter  the  number  of  various  cell 




gene  expression  data  that  assessment  via  bulk  renal  cortex  sequencing  has  in 
comparison  to  sequencing  FACS‐isolated  cell  populations.  Here,  the  MGFR  R 
package316  was  used  to  identify  genes  (at  sham)  which  were  enriched  (high‐
expression)  in  each  of  the  four  sorted  cell  populations. When  these  genes  were 
grouped together on a heatmap of all the gene expression data from the FACS rUUO 





genes  varies drastically  different between  the different  experimental  groups.  LTL‐
enriched genes were found highly expressed in the bulk data sham group, before a 










expression  data.  This  may  also  be  important  when  carrying  out  mechanistic 
investigation  of  potential  therapeutic  interventions  which  may  themselves  cause 








expressed  at  >2  FPKM  in  each  cell  type  at  sham  (Fig  5.3.3).  Interestingly,  less 
transcriptomic  diversity  was  observed  in  LTL  cells,  with  5497  genes  >2  FPKM  in 
expression here, compared to an average of 8811 genes >2 FPKM in expression in the 










assigned  to  one  of  nine  gene  sets.  One  example  of  a  gene  set  is:  genes  which 
significantly  increase  in  expression  between  sham  and  UUO,  then  significantly 



























then  significantly  increased  between  UUO  and  rUUO.  Very  little  overlap  in  these 
genes  was  found  between  the  four  cell  types,  indicating 
reversal/reparative/regenerative  pathways  are  relatively  specific  to  each  cell 
population.  F4/80  and  Pdgfrβ  had  the  most  reversal‐specific  genes  (62  and  46 




were  again  sorted  out  and  sent  for  RNA  sequencing,  this  time  for  small  RNA 
sequencing to assess miRNA expression (section 5.4). miRNA expression in each cell 
type  was  categorised  into  miRNA  sets  (analogous  to  “gene  sets”  in  section  5.3). 
Interestingly, miRNA expression patterns generally did not closely align with the gene 
expression patterns. For example, 95.09% of LTL miRNAs were responsive to injury 
but  not  reversal  of  injury  (Fig  5.4.2),  whereas  only  66.42%  of  genes  shared  this 
expression pattern (Fig 5.3.6). A similar trend was observed in the Pdgfrβ+ population, 





of  pathologies,  including  fibrosis,217,221,300,430,431  persistent  dysregulation  of 





remained  unchanged  in  rUUO  1,  2,  and  4‐week  groups  (Fig  5.2.4).  This  is  also 
observable  in  cell  populations  where  miR‐214‐3p  expression  increased  in  UUO 




Enrichment  of miRNA  expression  was  detected  in  each  cell  population  using  the 
MGFR R package (Fig 5.4.6). Here, miR‐214‐3p was found to be enriched in the Pdgfrβ 






also significantly  increased  in the F4/80hi population, although expression was  low 
relative  to  Pdgfrβ  (table  5.4.8).  Therefore,  the  Pdgfrβ  gene  set  DNu_NSr  was 














Myofibroblast  apoptosis  is  a  critical  mechanism  for  the  resolution  of  the  wound 
healing process.433 In organ fibrosis, myofibroblast expression is persistent, as they 
acquire an apoptosis‐resistant phenotype.433 A number of Pdgfrβ potential miR‐214‐




validated  via  qRT‐PCR,  only  2  (Sept4  and  Smg7)  successfully  validated  (were 
significantly down‐regulated from sham to UUO).  It  is worth noting that the cDNA 
used  here was  generated  by  adding  776  picograms of  RNA per  reaction  and  pre‐
amplified prior to being used for qRT‐PCR. Due to low RNA yield, only 560 picograms 







apoptotic  factor  through  the  inhibition  of  XIAP  (X‐linked  inhibitor  of  apoptosis 
proteins) which in‐turn leads to caspase activation.416,435 Sept4 release is a very early 
event  in  the  initiation  of  the  mitochondrial  apoptosis  pathway,  occurring  before 
mitochondrial outer membrane permeability (MOMP) and release of pro‐apoptotic 
mitochondrial  factors  such  as  cytochrome  C  and  SMAC/Diablo.418  Sept4  release 
initially induces XIAP degradation, which in‐turn causes caspase activation to a low 
and non‐lethal extent, thus reducing the threshold for the occurrence of apoptosis.418 
Sustained apoptotic stimuli can then result  in  increased caspase activity  to a  level 
which  is  sufficient  to  trigger  MOMP,  thus  initiating  the  non‐reversible  amplified 
phase  of  apoptosis.418  Sept4  may  also  facilitate  apoptosis  via  promoting  the 
interaction between Bcl2  (B cell  leukemia/lymphoma 2) and XIAP,  thus promoting 
Bcl2  (a  key  antiapoptotic  factor which  inhibits MOMP)  down‐regulation.443  These 
  5‐227
mechanisms  may  be  of  particular  relevance  to  myofibroblasts.  Myofibroblasts 
activated under mechanical stress (such as that which occurs in organ fibrosis), while 
resistant to apoptosis are also “primed” for responsiveness to apoptotic stimuli via 
MOMP  in  the  event  of  a  reduction  in  mechanical  stress.444  In  this  way,  Sept4 
inhibition by miR‐214‐3p may control and inhibit responsiveness to the induction of 






knockout  mice  were  found  to  have  drastically  improved  wound‐healing  and 
regenerative capacity.419 In this way, miR‐214‐3p may also promote the proliferation 










responsive  to  miR‐214‐3p  expression  in  myocytes.432  Decreased  Smg7  has  been 
found to be promote the pathogenesis of systemic lupus erythematosus.449 Smg7 has 







proliferation  of  fibroblasts  in  these  contexts.  Smg7  expression  was  significantly 











promoting  the  differentiation  of  neural  progenitor  cells  in  cerebral  cortex 





expression  unfortunately  could  not  be  assessed  using  the  RNA‐sequencing  data 























Mef2c has been demonstrated  to  promote  the  reprogramming of  fibroblasts  into 
cardiomyocytes  (with  Gata4  (GATA  binding  protein  4)  and  Tbx5  (T‐box  binding 
protein 5))459,460 or smooth muscle cells (with Myocd (myocardin) and Gata6 (GATA 
binding  protein  6)),461  and  therefore  Mef2c  repression  may  be  important  in 
maintaining  fibroblast  phenotype.  Mef2c  has  also  been  proposed  to  have  an 
inhibitory  effect  on  fibroblast  cell  cycle  progression.462 Mef2c  expression was  not 





of  isoforms  are produced  from  the Mef2c  gene, with  a  total  of  31  splice  variants 
described in Ensembl. As the exon 8‐9 junction is present in only 7 of these isoforms, 
it  is  possible  the  Taqman  probe  did  not  amplify  the  isoforms  which  were  major 








al  (2014)261  study were probed  for Pdgfrβ expression. This  study was chosen as  it 




(Fig  5.4.17).  This  demonstrates  anti‐miR‐214  had  a  measurable  effect  on  Pdgfrβ 
expression,  which  suggests  a  reduction  in  the  Pdgfrβ+  cell  population  occurred. 
However, this does not necessarily mean anti‐miR‐214 had a direct  impact on this 
population, as,  for example, reduced tubular  injury with anti‐miR‐214 may  lead to 
less Pdgfrβ+ cell proliferation.139 As such, further studies on direct effects of miR‐214‐
3p  on  renal  myofibroblasts  (and  myofibroblast  precursors)  are  warranted  to 
differentiate between  these and  secondary effects  via  interactions with other  cell 
types. This may be of particular relevance to understanding miR‐214‐3p’s deleterious 
mechanisms  in  renal  fibrosis,  as  the  data  generated  demonstrates miR‐214‐3p  is 

















5.4.12).  This  was  carried  out  to  ensure  the  patterns  of  miR‐214‐3p  differential 
expression in each cell type were not unique to UUO, and therefore were associated 
with  the renal  fibrosis phenotype  in general. Results obtained  in  the  IRI  study LTL 
population diverge from what was observed in the rUUO study LTL population. No 





to  progressive  renal  injury.  Acute  miR‐214‐3p  up‐regulation  in  response  to  IRI‐
induced  hypoxia  has  previously  been  suggested  to  be  protective  against  tubular 
epithelial cell apoptosis,266 similarly to the protective effects of miR‐214‐3p against 
ischemic/hypoxic cardiac injury,255,464,465 ischemic/hypoxic myoblast injury,244 and in 
a  hypoxic model  of  pulmonary  arterial  hypertension.466  This  is  in  contrast  to  the 
deleterious and pro‐fibrotic properties of miR‐214‐3p noted with chronic expression 
in  the  kidney  in  renal  fibrosis.246,261  A  proximal  tubular  cell‐specific  deleterious 
mechanism  has  also  been  described  for  miR‐214‐3p  in  renal  fibrosis  and  CKD 
models.267  Together,  these  data  suggest  that  the  regulation  of  miR‐214‐3p  in 
response  to  acute  vs  chronic  renal  injury may  be  associated  with  predominantly 
protective or deleterious mechanisms respectively in the proximal tubular epithelial 
cells. miR‐214‐3p was not found to be differentially regulated at 7‐days post‐UUO in 
the  data  generated  (1.33  log2‐fold‐change,  0.09  adjusted‐p‐value),  however,  the 
study may have been under‐powered to detect this. miR‐214‐3p expression detected 










The  importance of  isolating  renal  cell  populations  of  interest  over  analysing  gene 
expression on the whole renal cortex level was discussed, with examples provided to 
demonstrate  the  differing  patterns  of  differential  gene  expression  obtained  from 
single  populations  vs  whole  kidney  cortex.  The  four  cell  populations  sorted  from 
whole kidney cortex were found to be discrete populations, as evidenced by principle 
component analysis and  the unique gene expression patterns at  sham and during 
injury  reversal  observed  in  each.  miR‐214‐3p  was  found  to  be  significantly  up‐
regulated  from  sham  to  UUO  in  F4/80hi  macrophages  and  Pdgfrβ+  cells,  with 
expression  being  enriched  in  Pdgfrβ+  cells  at  sham,  UUO  and  rUUO.  This  was 
confirmed using an IRI model of renal fibrosis, suggesting the regulation of miR‐214‐
3p in these cell types is associated with the fibrosis phenotype in general rather than 
UUO  specifically.  Therefore,  the Pdgfrβ+  cell  population was  selected as  the most 
promising site of mechanistic interest for miR‐214‐3p in renal fibrosis. Bioinformatic 
analysis  revealed  several  predicted  miR‐214‐3p  target  genes,  the  differential 
expression of which are the inverse of miR‐214‐3p. Literature search revealed many 
of  these  genes  were  found  to  be  pro‐apoptotic  and/or  anti‐proliferative.  Pdgfrβ 
expression was assessed in two prior studies in which anti‐miR‐214 was administered 






































Subtotal  nephrectomy  is  a  longstanding  in  vivo  model  of  CKD,  with  a  history  of 
successful  translation  of  results  to  clinical  practice.102,177,188–191  Historically  most 
commonly performed on rats, but more recently adapted for use  in mice,177,180,181 
subtotal  nephrectomy  produces  a  CKD  phenotype  over  the  course  of  several 
weeks.181  This  allows  the  measurement  of  a  wide  variety  of  clinically‐relevant 
parameters, such as renal fibrosis, serum and urine markers of renal dysfunction, as 
well  as  hypertension  and  cardiac  dysfunction.186,467,468  Therefore,  subtotal 
nephrectomy  can  be  a  powerful  platform  for  the  preclinical  investigation  of 
candidate therapeutic interventions in CKD. However, subtotal nephrectomy comes 
with considerable downsides in comparison to other models of renal fibrosis or CKD, 














in  mice  are  substantial,  with  reports  as  high  43%196  and  >50%326  in  published 










to  developing  CKD  in  response  to  renal mass  reduction  (129S2/SV),  presented  in 
chapters 3 and 4, positive outcomes in terms of animal welfare were well‐supported. 
Animal  welfare  and  body  condition  scoring  sheets  were  used  to  monitor  animal 
welfare throughout the studies, as well as animal weight being recorded on a weekly 
basis. No significant difference in bodyweight was detected between sham and STNx 







6.25% was  observed  in  chapter  4.  Therefore,  a  total mortality  rate  of  6.67% was 
observed after a total of 45 surgeries carried out across two  independent studies. 
This mortality rate allowed for a lower number of animals to be subjected to STNx in 
order  to achieve adequate statistical power at  the end of  the study  to assess key 
endpoints such as renal fibrosis. STNx surgical methods detailed in this thesis have 
















surgery,  but  a  longer  time‐course may  be  required  to  observe  cardiac  functional 
abnormalities.  Therefore,  STNx models  this  important  aspect  of  CKD,  providing  a 
platform for its investigation and preclinical evaluation of novel therapeutics.  
 
























the  total  renal mass  removed  is  closer  to  the  68% mark,  and  that  this  remain  as 









































Prior  to  initiation  of  STNx  studies,  the  anti‐miR‐214  and  control  anti‐miR 
oligonucleotide compounds provided by Regulus Therapeutics were investigated in 
vitro  to  uncover  details  such  as  capacity  for  binding  miR‐214‐3p  and  efficacy  in 



























Disappointingly,  anti‐miR‐214  did  not  significantly  ameliorate  the  CKD  phenotype 
induced by STNx in almost all the measured parameters, including renal fibrosis. miR‐






















hypoxia  due  to  decreased  renal  blood  flow  and  capillary  rarefaction  (which  is 
associated  with  endothelial  cell  activation).168,169  These  factors  triggers  PTECS  to 
undergo apoptosis or de‐differentiate and arrest in the G2/M phase of the cell cycle, 







by  a  significant  reduction  in  renal  mass/nephron  number)  likely  stems  from  the 
glomerulus. Here, the significant decline in nephron number elicits a compensatory 
response  from  the  remaining  nephrons,  in  an  effort  to  maintain  overall  GFR. 
Increased  intraglomerular  hypertension  (and  nephron  hypertrophy)  result  in  a 
hyperfiltrative  phenotype,  dramatically  increasing  single‐nephron  GFR.183,185 
However,  over  time,  intraglomerular  hypertension  becomes  one  of  the  main 
pathogenic  triggers  in  this model,183  as  the glomerular  injury  is  transferred  to  the 
tubulointerstitium through a number of potential mechanisms. Over time, this results 
in  tubular degeneration,  inducing  local  inflammation with macrophage  infiltration 
and the appearance of collagen‐producing myofibroblasts.183 Increased “leakiness” 
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of  the glomerular basement membrane  to proteins  (such as albumin) can amplify 
these processes by triggering PTEC dysfunction in response to increased reabsorption 





been  a  contributing  factor  to  lack  of  efficacy  observed.  The  biggest  challenge  in 
evaluating this  issue is the fact that a study was not carried out with anti‐miR‐214 
being administered from before the surgery was carried out. Therefore, it is difficult 




via  unpaired,  two‐tailed  t‐test).  Therefore,  in  order  for  anti‐miR‐214  to  have 
demonstrated efficacy here, it would have had to induce a reduction in fibrosis within 











the  glomerular  basement  membrane,  processes  upstream  of  the  tubular 
degeneration and tubulointerstitial fibrosis which occur in this model. Therefore, it 
may be possible  that  earlier  intervention with  anti‐miR‐214 may have been more 
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efficacious, as at an earlier stage less tubular degeneration may have occurred. As 








effects  is  an  important  consideration.  In  fact,  for  miR‐214  inhibition  in  CKD,  the 
potential for side‐effects may be particularly serious in relation to the cardiovascular 











miR‐214 has also been  reported  to have contrasting  roles  in  cardiac hypertrophy, 
either  promoting  or  inhibiting  it  depending  on  the  model  used.272–276  miR‐214 
expression is reduced in the hearts of patients with cardiac hypertrophy.272,277 Given 
that cardiac hypertrophy is the most commonly diagnosed cardiac condition in CKD 






model  the  exact  pathophysiology  which  underlies  cardiac  hypertrophy  in  all  CKD 
patients,  notably,  for  example,  in  patients  who  have  CKD  secondarily  to 
cardiovascular disease, these results may not be representative of the CKD cohort 
overall.  Regular  assessment  of  cardiovascular  structure  and  function  would  be 








post‐reversal.  The  observation  that miR‐214‐3p  remains  elevated  in  the  repairing 
kidney is interesting, possibly resulting in persistent repression of genes or pathways 
which  initially  functioned  to promote  fibrosis despite  the overall  renal phenotype 
observed during that time being regenerative. This suggests miR‐214‐3p may act to 
counteract the regenerative processes  in the kidney and promote renal fibrosis or 
other  pathological  processes  long‐term.  Therefore,  inhibition  of  miR‐214‐3p  may 





expression  carried  out.  These were:  LTL+  proximal  tubular  epithelial  cells  (PTECs), 
CD31+ endothelial cells, F4/80hi macrophages, and Pdgfrβ+ (fibroblast‐like) cells. This 




As  the  kidney  is  home  to highly‐specialised  cell  populations,  each of  the  four  cell 
populations  isolated  may  have  genes  and  miRNAs  which  are  enriched  (high‐
expression)  in  one of  these populations  compared  to  the others.  Cell  population‐
enriched  genes  were  identified  for  each  cell  population  in  the  uninjured  (sham) 
kidney  group.  These  were  genes  which  were  highly  expressed  in  one  of  the  cell 






of  these  genes  occurred  from  sham  to  UUO.  LTL  enriched  genes  were  highly 







PTEC  cell  number  also  appears  to  have  a  large  influence  on  the  other  three  cell 
populations assessed, with significant increases in the expression of their enriched 




expression  data  from bulk  kidney  cortex  in  the UUO model,  thus  highlighting  the 
importance  of  investigating  individual  cell  populations.  This  also  has  interesting 
implications  for  situations  where  a  therapeutic  intervention  may  inhibit  PTEC 




















carried  out  to  ensure  differential  miR‐214‐3p  regulation  in  these  cell  types  was 
associated with renal fibrosis in general, as opposed to being a UUO‐specific anomaly. 
Here, miR‐214‐3p expression was  found  to  significantly  increase at 7  and 21‐days 
post‐IRI  in  the  F4/80hi  and  Pdgfrβ+  populations,  thus  confirming  the  differential 
regulation observed in UUO. Interestingly, miR‐214‐3p was significantly up‐regulated 


























of  potential  mechanistic  interest  for  miR‐214‐3p,  as  expression  is  significantly 
enriched in this population. Early‐stage investigation of potential target genes here 




comparison  to  both  UUO  and  UUO  +  control  anti‐miR  groups.  However,  as 
myofibroblast accumulation occurs in response to renal injury, notably PTEC injury,115 
the reduction in Pdgfrβ expression may indicate anti‐miR‐214 inhibited renal injury 
rather  than  reduced myofibroblast  cell  number  through,  for  example,  promoting 
apoptosis or reducing proliferation in these cell types directly. Further study would 
certainly  be  required  to  differentiate  if  this  was  a  direct  or  indirect  effect,  or  to 
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determine the relative contribution of direct and  indirect effects here. Regardless, 






















mass  to  remove. Alternatively,  if  the study were allowed  to continue  for a  longer 
period of time, these Pdgfrβ‐dependant pro‐fibrotic pathways may have been active.  
 





fibrotic  stimuli,  including TGFβ1, albumin, and hypoxia.  It was proposed that miR‐
214‐3p promotes tubular mitochondrial dysfunction and apoptosis. The authors also 
showed that PTEC‐specific conditional knockout of miR‐214 resulted in dramatically 
lower  renal  fibrosis  in  the UUO and  IRI models, with  lower  tubular  injury,  tubular 
apoptosis,  and pro‐inflammatory  cytokine production. A  comparison between  the 
reduction in renal fibrosis observed in UUO in tubular‐specific miR‐214 knockout vs 
global  miR‐214  knockout  would  have  been  interesting,  as  it  would  allow  an 
assessment  of  the  contribution  of  miR‐214‐3p  in  the  PTECs  vs  other  renal  cell 
populations to renal fibrosis overall.  
 
PTEC  injury  and  tubular  apoptosis  are  thought  to  precede  the  accumulation  of 
myofibroblasts  in  both  the  UUO146,160,168,169  and  STNx  models.183,185,463  Therefore, 
PTEC‐specific mechanisms could potentially be sufficient to explain the anti‐fibrotic 
efficacy and reduction  in Pdgfrβ expression  in the anti‐miR‐214  in the Denby et al 
(2014) study. PTEC‐specific mechanisms may also underlie or contribute to the lack 








place,  it may  be  prudent  to  first  carry  out  optimisation  studies  to  determine  the 
appropriate dose of anti‐miR‐214 compound to be administered in the STNx model, 
as  well  as  ensuring  the  anti‐miR  compound  is  successfully  delivered  to  the 
appropriate cell types (particularly PTECs and fibroblasts) in STNx. As this process was 
not carried out prior to the STNx anti‐miR‐214 study detailed in this thesis, questions 






this  is  established  (assuming  positive  results  in  relation  to  renal  fibrosis  and/or 
function  are  obtained),  anti‐miR‐214  intervention  studies  could  take  place.  These 
would stand to assess the potential for anti‐miR‐214 to ameliorate the STNx‐induced 
CKD  phenotype  (in  terms  of  renal  fibrosis,  renal  function,  or  cardiac  parameters) 
when administered after these are already present. As intervention in CKD typically 
is only initiated after significant renal impairment already exists, these intervention 
studies may prove  to  be  insightful  in  evaluating  the potential  of  anti‐miR‐214  for 
future clinical deployment.  
 
Longer‐term  STNx  studies may  also  be  useful.  All  deaths which  occurred  animals 
subjected to STNx occurred within the first 3 weeks, an effect which has been noted 
with  traditional  subtotal  nephrectomy  methods  in  mice  up  to  13‐weeks  post‐
surgery.326 Little to no decrease in welfare as measured by the animal welfare and 
body condition scoring methods detailed in this thesis was typically recorded by 10‐
weeks  post‐surgery.  Together,  these  indicate  longer  STNx  studies  are  likely  to  be 
possible  without  significant mortality  occurring.  Longer  studies may  enhance  our 
ability to detect the impact of chronic anti‐miR‐214 administration. This would allow 












A single‐surgery, mouse  subtotal nephrectomy model  (STNx) was  characterised  in 
terms  of  animal  welfare,  renal  fibrosis,  renal  functional  parameters  and 
cardiovascular parameters. The STNx model was found to recapitulate many features 
of  CKD  observed  in  the  clinic,  such  as  increased  urinary  ACR;  increased  serum 






























Modeling  of  Progressive  Kidney  Disease  With  Renal  Inflammation  and  Cardiac 
Dysfunction. 
 











co‐morbidities  including  cardiovascular  disease  (CVD).  Traditionally,  the  subtotal 
nephrectomy (remnant kidney) experimental model has been performed in rats to 
model progressive renal disease. The model experimentally mimics CKD by reducing 
nephron  number,  resulting  in  renal  insufficiency.  Presently,  there  is  a  lack  of 






way.  The  single  step  STNx  surgery  was  well‐tolerated  and  resulted  in  clinically 
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relevant  outcomes  including  hypertension,  increased  urinary  albumin:creatinine 
ratio, and significantly increased serum creatinine, phosphate and urea. STNx mice 
developed significant left ventricular hypertrophy without reduced ejection fraction 
or  cardiac  fibrosis.  Analysis  of  intra‐renal  inflammation  revealed  persistent 




renal  disease  and  cardiac  hypertrophy  using  our  refined,  single‐step  flank  STNx 

















that  replaces  the  functional  renal  parenchyma  in  the  form  of  tubulointerstitial 
fibrosis  and  glomerulosclerosis.  The  underlying  mechanisms  of  fibrosis  remain 
incompletely understood as it is a complex process involving a diverse array of cell 
types  and  molecular  pathways,  with  cross‐talk  between  cell  types  being  evident 
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(Gewin  et  al.,  2017).  These  cell  types  include  fibroblasts,  tubular  epithelial  cells, 
macrophages, endothelial cells, dendritic cells, and lymphocytes (Boor et al., 2010). 
For example,  fibroblasts differentiate  into myofibroblasts, proliferate, and deposit 
extracellular  matrix  components  (Mack  and  Yanagita,  2015).  The  sources  of 






arrest,  de‐differentiation,  and  acquire  a  pro‐secretory  phenotype  (Gewin,  2018). 




in  rats,  although  it  has  more  recently  been  conducted  in  mice  (Ma  and  Fogo, 
2003; Kennedy  et  al.,  2008; Siedlecki  et  al.,  2009; Yang  et  al.,  2010; Gava  et  al., 
2012; Oosterhuis et al., 2017). The effectiveness of STNx to produce experimental‐
CKD  in  mice  has  been  found  to  vary  depending  on  the  strain  of  mouse  used 
(Leelahavanichkul et al., 2010), with C57BL/6 mice being more resistant (Kren and 
Hostetter, 1999; Ma and Fogo, 2003; Leelahavanichkul et al., 2010) and SV129/CD1 
mice  being  permissive  (Ma  and  Fogo,  2003; Kennedy  et  al.,  2008; Siedlecki  et  al., 
2009; Leelahavanichkul  et  al.,  2010).  However,  the  results  in  mice  have  been 
inconsistent and there is a lack of technical information about how the model was 
performed, any power calculation data, mortality rates, information on post‐surgery 
animal  welfare  and  whether  the  ARRIVE  guidelines  were  followed.  This  lack  of 









The  refined  STNx  model  involves  a  single  anesthetic  and  surgery  (∼40  min), 
performed  via  flank  incisions  that  result  in  improved  animal  condition  scores, 
reduced mortality with reproducible outcomes between studies. 











using  a  random  number  generator  website1.  Prior  to  surgery,  mice  had  a  timed 
overnight urine sample collected (single housed metabolic cage), blood sample taken 






























kidney.  In  order  to  maintain  consistency  in  this  model  we  ensured  that  the 
















Three  μM  thick  FFPE  sections  were  cut  and  deparaffinized  prior  to  staining  with 





Tissue  was  homogenized  using  Qiagen  TissueLyser  II.  RNA  was  extracted  from 
homogenized tissue with the RNeasy Mini Kit (Qiagen 74106) and RNA yields were 
quantified using NanoDrop 1000 (Thermo Fisher). Reverse transcription was carried 
out  using  high‐capacity  cDNA  synthesis  kit  (Applied  Biosystems,  4368814). 








Timed  overnight  collections  of  urine  (18  h) were  performed  at  baseline,  6‐weeks 
post‐STNx  and  10‐weeks  post‐STNx  from mice  housed  singly  in  metabolic  cages. 
Blood was collected at baseline and at termination. Urine and serum were stored at 
−20°C prior to analysis by an in‐house biochemical analysis service2. 
Mouse  urine  albumin  measurements  were  determined  using  a  commercial 
Microalbumin Kit (DiaSys Diagnostics Systems, Germany) adapted for use on a Cobas 
Mira analyzer (Roche Diagnostics, Ltd., Welwyn Garden City, United Kingdom). The 
immunoturbidimetric  assay  was  standardized  against  purified  mouse  albumin 
standards  (Sigma  Chemical,  Co.,  Poole,  United  Kingdom)  with  samples  diluted  in 
phosphate buffer saline as appropriate. Within run precision was CV < 5% while intra‐
batch precision was CV < 7.1%. 
Urine  ion  concentration  was  determined  using  ion‐selective  electrodes  using  the 





Echocardiography was  carried  out  by  University  of  Edinburgh  pre‐clinical  imaging 
facility  under  isoflurane  anesthesia  at  6  and  10‐weeks  post‐surgery  as  previously 
published  (Respress  and Wehrens,  2010; Gao  et  al.,  2011; Lindsey  et  al.,  2018).  A 
parasternal long‐axis view of the heart was used to obtain EKV (ECG‐gated Kilohertz 
Visualization) over one cardiac cycle. Spectral Doppler was carried out in parasternal 

















and  dissociated  using  the  gentleMACSTM Dissociator.  Cellular  suspensions  were 
digested at 37°C for 30 min then gentleMACSTM dissociated for a second time. The 
cellular suspensions were then put through 100, 70, and 40 μM sieves sequentially 
and  red  blood  lysis  performed  with  Red  Blood  Cell  Lysing  Buffer  (Sigma).  The 
concentration  of  the  resultant  single  cell  suspension was  determined  using  a  cell 














































Figure  1. Effect  of  single‐step  subtotal  nephrectomy  on  renal  function.  129S2/SV 
mice were subjected to flank single‐step STNx or sham surgery and were culled 10‐
weeks post‐surgery. Urine and blood at 10‐weeks post‐STNx or  sham surgery was 
analyzed  for  renal  function  parameters. (A) Serum 
creatinine, (B) phosphate, (C) urea.  Sham: n =  7,  STNx: n =  8.  Student’s t‐test  was 
used  for  statistical  analysis. ∗∗P ≤  0.01, ∗∗∗∗P ≤  0.0001.  Plotted  as  mean  ± 
SEM. (D) Urinary  albumin:creatinine  ratios  (log10)  were  calculated  from  timed 
overnight (18 h) collections from animals 6 and 10‐weeks post‐surgery. Sham: n = 7, 




We  utilized  initially  male  129S2/SV  mice  because  they  have  been  shown  to  be 
sensitive to developing renal dysfunction in previous studies. Following our refined 





C57BL/6  genetic  background  aged  9  ±  3 weeks  (weights  31.9  ±  1.1  g  SEM) were 
subjected to STNx or sham surgery. There was an overall model failure rate of 9% (5% 
mortality, 2% anesthetic death, and 2% early termination rate due to deteriorating 




to  day  2  post‐surgery  may  be  warranted  (Supplementary  Figure  1B).  Across  the 





















3).  Potassium  excretion  was  significantly  different  between  groups,  reflecting  an 
increase in excretion in STNX mice at 6‐weeks (380 ± 32 vs. 260 ± 45 μmol/18 h, P = 
0.019); potassium excretion was not different between groups at 10‐weeks (234 ± 15 
vs.  218  ±  28  μmol/18  h; Table  3).  Urine  osmolarity  was  also  measured  with  no 
significant difference at 6‐weeks between sham and STNx groups (1272.7 vs. 1157.5 














Figure  2. Single‐step  subtotal  nephrectomy  induces  significant  renal  fibrosis. 
129S2/SV mice were subjected to flank single‐step STNx or sham surgery and were 
culled 10‐weeks post‐surgery. At sacrifice kidney sections were snap frozen for RNA 
analysis  and  to  prepare  FFPE  3  μM  sections. (A) Picrosirius  red  staining  for  total 
collagen in kidneys. Exemplar images are provided at 5x magnification, scale bar 100 
μM.  B‐1  =  Tubulointerstitial  fibrosis,  B‐2  =  glomerulosclerosis,  B‐3  =  tubular 
dilation. (B) Quantification  of  fibrosis  (%  PSR  staining).  Sham: n =  7,  STNx: n =  11. 
Student’s t‐test  was  used  for  statistical  analysis. ∗P <  0.05.  Plotted  as  mean  ± 
SEM. (C) Pro‐fibrotic  gene  expression  in  whole  kidney  tissue  was  determined  by 




Student’s t‐test  was  used  for  other  genes. ∗∗∗∗P <  0.0001, ∗∗∗P <  0.001, ∗∗P <  0.01. 
Plotted as RQ mean ± SEM. (D) Inflammatory gene expression in whole kidney tissue 
at 6 and 10‐weeks post‐surgery was determined by quantitative real‐time PCR (qRT‐
PCR)  carried  out  with  specific  Taqman  probes  for  each  gene,  normalized  to 





in  whole  kidney  tissue  at  6  and  10‐weeks  post‐surgery  was  determined  by 






Renal  fibrosis  remains  one  of  the  best  histological markers  of  progressive  kidney 
disease (Ito et al., 2004; Hewitson, 2009; Hewitson et al., 2017). At 10‐weeks post‐
STNx,  renal  fibrosis as measured by picrosirius  red staining was  increased 3.4‐fold 
(increasing  from  0.62  ±  0.12%  in  sham  kidneys  to  2.11  ±  0.37%  in  STNx  kidneys) 




expression  analysis  revealed  significant  increases  in  the  expression  of  pro‐fibrotic 
genes  (Col1a1,  Col3a1,  Col4a1,  Acta2,  Mmp2,  Tgfβ1)  (Figure  2C).  When  gene 
expression of pro‐inflammatory genes (Il1β and Tnfα) were examined there was no 




et  al.,  2011),  however,  these  miRs  have  not  been  assessed  in  progressive  renal 
dysfunction induced by STNx in 129S2/SV mice. We found that the pro‐fibrotic miRNA 
miR‐214‐3p  (Denby  et  al.,  2014; Bai  et  al.,  2019) was  significantly  upregulated  6‐
weeks post‐STNx surgery (Figure 2E), prior to pro‐fibrotic gene expression changes, 
with  no  change  in  the  pro‐fibrotic  miRNA  miR‐21‐5p  expression  (Denby  et  al., 
2011; Chau et al., 2012; Gomez et al., 2015; Hennino et al., 2016). At 10‐weeks post‐
STNx  surgery,  miR‐21‐5p  was  significantly  upregulated  2.4‐fold  and  miR‐214‐3p 
remained significantly elevated with a 3.5‐fold higher expression compared to sham 









a  significant  increase  in  the  proportion  of  cells  in  the  kidney  that  expressed 
CD45+ compared  to  sham  kidneys  (2.23%  STNx  vs.  0.96%  Sham, Figures 




(7.9%  STNx  vs.  4.5%  Sham; Figure  3C),  CD11b+ F4/80lo macrophages  (monocyte 
derived),  or  CD11b+ F4/80hi macrophages  (resident  population)  (Figures  3D,E). 
However, further subset analysis of the CD11b+ F4/80lo population revealed a clear 
waterfall  effect  in  the  STNx  kidneys  with  Ly6Chi monocytes  transitioning  to 
Ly6Clo MHCII+ macrophages, an effect which was absent in the sham kidney (Figure 
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3F).  Furthermore,  the  percentage  of  CD45+ CD11b+ F4/80lo Ly6Chi cells  was 
significantly  increased  in  the  STNx  kidneys  (Figure  3G).  Analysis  of  the 
CD11b+ F4/80hi resident  macrophages  population  revealed  that  there  was 








of  CD45+ cells  and  neutrophils  (CD45  +  Ly6Ghi)  in  kidney. (B) Quantification  of  the 
percentage  of  total  cells  that  express  CD45+ in  the  kidney. (C) Quantification  of 
Neutrophils  (CD45+ Ly6Ghi)  in  the  kidney. (D) Analysis  of 
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CD45+ Ly6G– CD11b+ F4/80+ population  in  the  kidney. (E) Quantification  of 
CD45+ Ly6G– CD11b+ F4/80+ population  in  the  kidney. (F) Subset  analysis  and 
quantification  of  CD45+ Ly6G– CD11b+ F4/80lo population  into  monocytes 
(Ly6Chi MHCII–),  transitioning  monocyte‐macrophages  and  macrophages 
(Ly6C– MHCII+). (G) Expression  and  quantification  of  the  proportion  of 
CD45+ Ly6G– CD11b+ F4/80lo that  express  Ly6C. (H) Analysis  and  quantification  of 
CD206  expression  in  the  resident  macrophage  population 






determined  systolic  blood  pressure  using  tail  vein  plethysmograph  in  trained 
conscious mice  at  baseline,  at  6‐weeks  post‐surgery  and  at  study  end.  The mean 






step  STNx  surgery  in  the  129S2/SV  mice  on  cardiac  function  as  measured  by 
echocardiography  (ECHO)  carried  out  at  baseline,  6‐  and  10‐weeks  post‐surgery 

















(Figure  4F),  however Col3a1 expression  was  significantly  increased  at  10‐weeks 
compared with sham animals (Figure 4G). There was significantly higher expression 











cardiac  fibrosis.  129S2/SV mice were  subjected  to  flank  single‐step  STNx or  sham 
surgery  and  were  culled  10‐weeks  post‐surgery.  At  sacrifice  heart  sections  were 
taken  and  snap  frozen  for  RNA  analysis  and  to  prepare  FFPE  3  μM 
sections. (A) Systolic blood pressure was measured via  tail  cuff at 6 and 10‐weeks 
post‐surgery.  Sham: n =  4,  STNx: n =  5.  One  way‐ANOVA  with  Tukey’s  multiple 




mean  ±  SEM. (C) Exemplar  images  of  the  analysis  of  EKV  echocardiography  via 
VisualSonics  software. A = diastole, B =  systole. Trace  lines were drawn along  the 
epicardial and endocardial borders at both end systole and end diastole. Left ventricle 
(LV) major axes were also traced at end systole and end diastole by drawing a line 
from  the  LV  apex  endocardium  or  LV  apex  epicardium,  to  the  mitral  valve 
line. (D) Picrosirius  red  stain  for  total  collagen  in  hearts.  Exemplar  images  are 
provided at 5x magnification. (E) Quantification of  fibrosis  (% PSR staining) carried 






surgery  was  assessed  using  quantitative  real‐time  PCR  (qRT‐PCR)  using  specific 
Taqman  probes  for  each  gene,  normalized  to  housekeeper  Gapdh.  Sham: n =  8, 
STNx: n = 10. Col1a1, Col3a1, and Nppa expression were determined to have non‐




To  demonstrate  consistent  outputs  from  the  STNx  model  presented  in  this 
manuscript, two independent studies were compared in male 129S2/SV mice run 1.5 
years apart (Figure 5). Between the two studies there were no significant differences 








Figure  5. Comparison  between  independent  STNx  studies  conducted  in  male 
129S2/SV mice. Male 129S2/SV mice (bought from Envigo) were subjected to STNx 
in two separate studies, 1.5 years apart (Study 1 – March 2017; Study 2 – September 






STNx: n =  10. (D) Log10  albumin:creatinine  ratio  (ACR)  at  10‐weeks  post‐surgery. 
Study #1 Sham: n = 7, Study #1 STNx: n = 11, Study #2 Sham: n = 7, study #2 STNx: n = 
8. Statistical analysis carried out via ordinary one‐way ANOVA with Tukey’s multiple 








transgenic  animals.  To  assess  how  the  single  step  STNx  performs  in  this  genetic 
background, a Gli1 reporter mouse (Gli1 × Ai14) on a C57BL/6 background was used. 
An  increase  in total collagen expression (sham: 0.81 ± 0.03%, STNx: 2.57 ± 0.42%) 
along  with  histological  hallmarks  of  renal  fibrosis  (tubulointerstitial  fibrosis  and 
glomerulosclerosis)  was  observed  (Supplementary  Figures  4A,B),  as  well  as  a 






Clinically,  CKD  is  characterized  by  worsening  excretory  function  with  or  without 
proteinuria  and  renal  biopsies  typically  show  glomerulosclerosis,  tubulointerstitial 
fibrosis,  and  inflammatory  cell  infiltrates.  In  addition,  CKD  is  associated  with  the 




Urinary  albumin  to  creatinine  ratio  (ACR)  is  an  important  prognostic  indicator  for 
progression  of  renal  disease  (Feldman  et  al.,  2014; Vassalotti  et  al.,  2016),  and 
cardiovascular events (Waheed et al., 2012). Furthermore, regression of albuminuria 

















Male 129S2/SV mice subjected  to  the  refined one‐step STNx developed  increased 
serum creatinine, BUN and phosphate which are important clinical manifestations of 
renal disease. There was approximately a  twofold  increase  in both creatinine and 
urea by 10‐weeks post‐STNx, however, the coefficient of variation (CV) for urea was 
only  11.1%  compared  to  39.8%  for  creatinine  suggesting  that  serum  urea 
measurements are more reliable as kidney injury markers in rodents. In this context, 
it would be  interesting to measure some newer markers of renal  function such as 
Cystatin  C  (Song  et  al.,  2009)  to  further  validate  this  model  of  progressive  renal 
dysfunction  in  mice.  The  increase  in  serum  phosphate  is  important  as 
hyperphosphatemia  is  observed  in  late‐stage  CKD  and  is  a  driver  of  secondary 
hyperparathyroidism  (Locatelli  et  al.,  2002),  mineral  bone  disorder  and  vascular 
calcification  (Felsenfeld  et  al.,  2015).  Hyperphosphatemia  is  also  thought  to 
contribute to cardiac hypertrophy and calcification of heart valves and conduction 
system (Di et al., 2015). 
The  serum  urea  levels  recorded  in  the mice  following  the  single  step  flank  STNx 
procedure were  significantly  increased  compared  to  age matched  sham  controls, 





document  the  amount  of  tissue  taken  beyond  those  studies  that  showed  the 
relationship between renal function and the amount of tissue removed (Rambausek 
et al., 1985). In our studies in male SV129/SV mice, when on average 32.9% of left 
renal  tissue  remained,  all  mice  developed  renal  dysfunction  with  significant 
alterations in renal excretory function and proteinuria. Importantly, the low mortality 
rate  in  this  STNx model means  animals  survived  to  pre‐defined  study  end‐points 
which maintained statistical power in the studies. 






using  tail  vein  plethysmograph.  This was  in  agreement with  several  other  studies 
(Kennedy et al., 2008; Leelahavanichkul et al., 2010; Gava et al., 2012). However, this 
is contrast  to subtotal nephrectomy two‐step models  run  in 129SV and FVB mice, 
where no change in blood pressure was observed (Siedlecki et al., 2009; Dilauro et 
al., 2010). Interestingly, sham mice from the 129SV study had higher systolic blood 
pressures  than  recorded  in  our  study  (129  ±  4 mmHg; Siedlecki  et  al.,  2009 sham 
versus 115 ± 2.6 mmHg sham operated  in our study). The mice  in this study were 
trained  prior  to  blood  pressure  measurements  to  ensure  the  results  were  not 
affected by stress of the procedure, potentially explaining the lower conscious blood 
pressures obtained. However, the diet of the mice differing between studies could 
also  explain  these  effects  as  increased  dietary  NaCl  is  known  to  aggravate 


















up‐regulated  in  the  kidneys  of  patients with CKD,  indicating  that  the  STNx model 
mimics  the mechanisms  that  promote  fibrosis  in  human disease  (Lv  et  al.,  2018). 









not manifested at  the histological  level at  this  time‐point. However, no significant 
change  in  these  measures  was  detected  at  6‐weeks  post‐STNx,  indicating  the 
development  of  this  cardiac  hypertrophy  in  the  STNx  model  is  time  dependent. 
Prolonged isovolumic relaxation time (IV RT) was observed at 10‐weeks post‐STNx 
(but  not  at  6‐weeks),  indicating  diastolic  dysfunction  is  present  in  these mice  via 
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impairment of myocardial relaxation (Schnelle et al., 2018). No significant decrease 




The  STNx  model  has  been  extensively  reviewed  from  the  point  of  heart‐kidney 
interactions  (Bongartz  et  al.,  2012; Hewitson  et  al.,  2015; Liu,  2019).  A  common 
comment in reviews of the literature is that in mice this model is highly variable if not 
uniformly  performed and  you  can  get  conflicting  results  depending on  the  strain. 
Here we are able to present data which shows that in 129S2/SV male mice you can 






Low  grade  inflammation  is  common  in  CKD  patients  (Amdur  et  al.,  2016),  with 





and  heart.  The  STNx  model  mimics  the  findings  in  human  CKD  of  increased 
inflammation, with flow cytometry data demonstrating persistent Ly6Chi monocyte 
recruitment  to  the  STNx  kidney  where  they  transition  into  pro‐inflammatory 
macrophages. Previous work has identified a CD11b+ Ly6Chi population to be induced 
with  the onset of  renal  injury  following  ischemia  reperfusion  injury and unilateral 
ureteric obstruction (Lin et al., 2009; Clements et al., 2016). Importantly, in our study 
we  excluded  Ly6G+ neutrophils  and  found  that  significantly  more 
CD45+ Ly6G– CD11b+ F4/80lo cells express Ly6C. This population has been previously 
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shown  to  have  a  pro‐inflammatory  gene  signature  (Clements  et  al.,  2016),  and 
promote fibrosis in other organs such as the liver (Ramachandran et al., 2012). Within 
the CD45+ CD11b+ F4/80hi resident macrophage population there was a significantly 





suggest  that  resident  macrophages  may  play  an  important  role  in  scavenging  of 
debris  and  scar  tissue.  Hence,  this  STNx model  in mice  affords  an  opportunity  in 
future studies to perform detailed mechanistic studies of the role of each immune 
cell subset in progressive CKD. 
A  number  of  refinements  to  traditional  methods  of  undertaking  subtotal 
nephrectomy were  employed  in  the  refined  single‐step  STNx  surgery  used  in  this 
study with a key focus on animal welfare. One of the key differences between the 
surgical methods presented  in this paper and the majority of previously published 
studies  is  the  use  of  a  single‐surgery  via  flank  incisions  to  perform  both  the 
nephrectomy  and  contralateral  partial  nephrectomy.  Multiple  papers  have  been 
published where nephrectomy  is performed  in one surgery,  then 1–2 weeks  later, 
resection of the poles or renal artery ligation is performed in a separate surgery (Kren 
and  Hostetter,  1999; Ma  and  Fogo,  2003; Soler  et  al.,  2008; Windt  et  al., 
2008; Leelahavanichkul et al., 2010; Yang et al., 2010; Babelova et al., 2012; Gava et 











monitored  weekly  throughout  the  study  using  an  animal  condition  scoring  sheet 
(Supplementary Table 1), which included body condition scoring. A cumulative score 
of 5 or higher  resulted  in a mandatory  schedule 1  termination of  the  animal. We 
found  that  group  housing  resulted  in  improved  animal  welfare  scores,  therefore 
group housing animals is recommended. Decreased weight and body condition score 
in  mice  is  an  important  determinant  of  health  status  (Foltz  and  Ullman‐Culleré, 
1999; Ullman‐Culleré and Foltz, 1999; Burkholder et al., 2012) and mice subjected to 
STNx were found not to differ in weight in comparison to sham animals at any time‐

















the  study  due  to  a  combination  of  mortality  during  follow‐up  (n =  3),  exceeding 






















show  none  despite  increased  serum  albumin  (Ishola  et  al.,  2006).  The  significant 
increase in fibrosis observed, however, suggests that for studies into renal fibrosis, 
the STNx model could be further utilized to understand the precise pathophysiology 









This model  is also  suitable  for  testing new therapies  for CKD given  its progressive 
nature,  clinically  relevant  biochemical  measurements  and  cardiac  dysfunction.  In 




Therefore,  for  pathophysiological  studies  of  fibrosis  the  STNx  model  in  C57BL/6 
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Martin, K. J., and González, E. A. (2011). Prevention and control of phosphate retention/ hyperphosphatemia in CKD-
MBD: what is normal, when to start, and how to treat? Clin.	J.	Am.	Soc.	Nephrol.	6, 440–446. doi: 10.2215/CJN. 05130610  
Meyer, T. W., Anderson, S., Rennke, H. G., and Brenner, B. M. (1985). Converting enzyme inhibitor therapy limits 
progressive glomerular injury in rats with renal insufficiency. Am.	J.	Med.	79, 31–36. doi: 10.1016/0002-
9343(85)90077-4  
Murray, P. J., Allen, J. E., Biswas, S. K., Fisher, E. A., Gilroy, D. W., Goerdt, S., et al. (2014). Macrophage activation and 
polarization: nomenclature and experimental guidelines. Immunity	41, 14–20. doi: 10.1016/j.immuni.2014. 06.008  
Nakagawa, N., and Duffield, J. S. (2013). Myofibroblasts in fibrotic kidneys. Curr.	Pathobiol.	Rep.	1, 189–198. doi: 
10.1007/s40139-013-0025-8  
Nakagawa, S., Nishihara, K., Miyata, H., Shinke, H., Tomita, E., Kajiwara, M., et al. (2015). Molecular markers of 
tubulointerstitial fibrosis and tubular cell damage in patients with chronic kidney disease. PLoS	One	10:e0136994. doi: 
10.1371/journal.pone.0136994  
Nath, K. A. (1992). Tubulointerstitial changes as a major determinant in the progression of renal damage. Am.	J.	Kidney	
Dis.	20, 1–17. doi: 10.1016/s0272- 6386(12)80312- x  
Obrador, G. T., and Levin, A. (2019). CKD hotspots: challenges and areas of opportunity. Semin.	Nephrol.	39, 308–314. 
doi: 10.1016/j.semnephrol.2019. 02.009  
Oosterhuis, N. R., Papazova, D. A., Gremmels, H., Joles, J. A., and Verhaar, M. C. (2017). T-cells contribute to hypertension 
but not to renal injury in mice with subtotal nephrectomy. BMC	Nephrol.	18:153. doi: 10.1186/s12882-017-0555-0  
Panichi, V., Migliori, M., De Pietro, S., Taccola, D., Bianchi, A. M., Norpoth, M., et al. (2001). C reactive protein in patients 
with chronic renal diseases. Ren.	Fail.	23, 551–562. doi: 10.1081/jdi-100104737  
  6‐286
Perkins, B. A., Ficociello, L. H., Ostrander, B. E., Silva, K. H., Weinberg, J., Warram, J. H., et al. (2007). Microalbuminuria 
and the risk for early progressive renal function decline in type 1 diabetes. J.	Am.	Soc.	Nephrol.	18, 1353–1361. doi: 
10.1681/asn.2006080872  
Peters, R., Staessen, J. A., Cheung, A. K., Beckett, N., Nadkarni, G. N., Mant, J., et al. (2017). Association between more 
intensive vs less intensive blood pressure lowering and risk of mortality in chronic kidney disease stages 3 to 5. JAMA	
Intern.	Med.	177:1498. doi: 10.1001/jamainternmed.2017.4377  
Purnomo, E., Emoto, N., Nugrahaningsih, D. A. A., Nakayama, K., Yagi, K., Heiden, S., et al. (2013). Glycosaminoglycan 
overproduction in the aorta increases aortic calcification in murine chronic kidney disease. J.	Am.	Heart	Assoc.	2, 1–18. 
doi: 10.1161/JAHA.113.000405  
Ramachandran, P., Pellicoro, A., Vernon, M. A., Boulter, L., Aucott, R. L., Ali, A., et al. (2012). Differential Ly-6C expression 
identifies the recruited macrophage phenotype, which orchestrates the regression of murine liver fibrosis. Proc.	Natl.	
Acad.	Sci.	U.S.A.	109, E3186–E3195. doi: 10.1073/pnas.1119964109  
Rambausek, M., Ritz, E., Mall, G., Mehls, O., and Katus, H. (1985). Myocardial hypertrophy in rats with renal insufficiency. 
Kidney	Int.	28, 775–782. doi: 10. 1038/ki.1985.197  
Respress, J. L., and Wehrens, X. H. T. (2010). Transthoracic echocardiography in mice. J.	Vis.	Exp.	39:1738. doi: 
10.3791/1738  
Riaz, N., Wolden, S. L., Gelblum, D. Y., and Eric, J. (2015). Atrial natriuretic peptide in cardiovascular biology and disease 
(NPPA). Gene	569, 1–6. doi: 10.1016/j.gene.2015.06.029  
Ritter, C. S., and Slatopolsky, E. (2016). Phosphate toxicity in CKD: the killer among us. Clin.	J.	Am.	Soc.	Nephrol.	11, 1088–
1100. doi: 10.2215/CJN.11901115  
Rosendahl, A., Kabiri, R., Bode, M., Cai, A., Klinge, S., Ehmke, H., et al. (2018). Adaptive immunity and IL-17A are not 
involved in the progression of chronic kidney disease after 5/6 nephrectomy in mice. Br.	J.	Pharmacol.	176, 2002–2014. 
doi: 10.1111/bph.14509  
Schelling, J. R. (2016). Tubular atrophy in the pathogenesis of chronic kidney disease progression. Pediatr.	Nephrol.	31, 
693–706. doi: 10.1007/s00467-015- 3169- 4  
Schnelle, M., Catibog, N., Zhang, M., Nabeebaccus, A. A., Anderson, G., Richards, D. A., et al. (2018). Echocardiographic 
evaluation of diastolic function in mouse models of heart disease. J.	Mol.	Cell.	Cardiol.	114, 20–28. doi: 10.1016/j.yjmcc. 
2017.10.006  
Siedlecki, A. M., Jin, X., and Muslin, A. J. (2009). Uremic cardiac hypertrophy is reversed by rapamycin but not by 
lowering of blood pressure. Kidney	Int.	75, 800–808. doi: 10.1038/ki.2008.690  
Soler, M. J., Wysocki, J., and Batlle, D. (2008). Angiotensin-converting enzyme 2 and the kidney. Exp.	Physiol.	93, 549–556.  
Song, S., Meyer, M., Türk, T. R., Wilde, B., Feldkamp, T., Assert, R., et al. (2009). Serum cystatin C in mouse models: a 
reliable and precise marker for renal function and superior to serum creatinine. Nephrol.	Dial.	Transplant.	24, 1157–
1161. doi: 10.1093/ndt/gfn626  
Stevens, P. E., and Levin, A. (2013). Evaluation and management of chronic kidney disease: synopsis of the kidney 
disease: improving global outcomes 2012 clinical practice guideline. Ann.	Intern.	Med.	158, 825–830. doi: 10.7326/0003-
4819- 158- 11- 201306040- 00007  
Tan, R. Z., Zhong, X., Li, J. C., Zhang, Y. W., Yan, Y., Liao, Y., et al. (2019). An optimized 5/6 nephrectomy mouse model 
based on unilateral kidney ligation and its application in renal fibrosis research. Ren.	Fail.	41, 555–566. doi: 10. 
1080/0886022X.2019.1627220  
Taylor, P. R., Martinez-Pomares, L., Stacey, M., Lin, H.-H., Brown, G. D., and Gordon, S. (2005). Macrophage receptors and 
immune recognition. Annu.	Rev.	Immunol.	23, 901–944. doi: 10.1146/annurev.immunol.23.021704.115816  
Ucero, A. C., Benito-Martin, A., Izquierdo, M. C., Sanchez-Niño, M. D., Sanz, A. B., Ramos, A. M., et al. (2014). Unilateral 
ureteral obstruction: beyond obstruction. Int.	Urol.	Nephrol.	46, 765–776. doi: 10.1007/s11255-013-0520-1  
  6‐287
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Supplementary  Figure  2:  Analysis  of  pro‐fibrotic  gene  expression  6  weeks  post 
single‐step  subtotal nephrectomy. 129S2/SV mice were  subjected  to  flank  single‐
step STNx or sham surgery and were culled 6‐weeks post‐surgery. Pro‐fibrotic gene 
expression  in  whole  kidney  tissue  was  determined  by  quantitative  real‐time  PCR 
(qRT‐PCR)  carried  out  with  specific  Taqman  probes  for  each  gene,  normalised  to 









Supplementary  Figure  3:  Flow  cytometry  gating  strategy  and  inflammatory 
infiltration into kidney following STNx surgery.   A) Gating strategy utilised in flow 
cytometry  analysis  to  determine  live  single  cell  population.    B)  SV129/S2  mice 













2 = glomerulosclerosis. B) Quantification of picrosirius  red  staining  carried out via 
Image‐Pro  Plus  7.  Sham:  n=3,  STNx:  n=5.  Student’s  t‐test  was  used  for  statistical 
analysis. * = P ≤ 0.05. Plotted as mean ± SEM. n=1 STNx animal was excluded due to 
tissue section being too low quality to accurately quantify collagen.  C) Pro‐fibrotic 
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